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NOMENCLATURA

A = Area da secgo transversal da coluna, (m?}

C = Concentragdo de enzima em solugdo, (mol enzima /m3 solugio)

Co = Concentragio de enzima {a ser purificada) na alimentacdio, (mol de enzima
/m? solugéo)

(s = Concentracdo na superficie, {mol de enzima/m? solugdo)

D = Difusividade molecular da enzima em solugio, (m*h)

Da = Néamero de Damkohler, adimensional

De = Difusividade efetiva, (m?/h)

Dp = Difusividade da fase s6lida (particula), (mZ/h)

dp = Didmetro da resina, (m)

E = Coeficiente de dispersdo axial, (m?/h)

j = Fluxo de massa por unidade area de particula, (m2/ h)
K = Coeficiente global de transferéncia de massa, (m'h)
k; = Constante cinética de adsorgdo, (m*/mol.h)

k, = Constante cinética de dessor¢do, (1/h)

1. = Comprimento da coluna, (m)

M = Peso molecular da enzima

Nge = Némero de Reynolds, adimensional

Ng. = Numero de Schmidt, adimensional

Ngp = Namero de Sherwood, adimensional
P = Produtividade do processo, (inol de enzima/h)
Q = Concentracdo de enzima adsorvida na resina, (mol de enzima/m? resina)

Q,4s = Quantidade de enzima adsorvida na resina, (mol de enzima)
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Q= Quantidade méaxima de enzima que pode ser adsorvida na resina, (mol de
enzima/m?3 resina)

R = Raio da coluna tubular, (m)

Rp = Raio da particula, (m)

Rs = Taxa de adsorcdo de enzima pela resina, (mol de enzima/m? h)
§ = Fator sensibilidade, (adimensional}

t = Tempo, (horas)

]
1

Temperatura, (K)

Velocidade superficial, {m/h)

v =
V, = Vazfo volumétrica, {m3/hora)
x = Distdncia, (m)
Z = Distincia, (m)

Termos gregos:

¢ = Porosidade (volume liquido/volume total), (adimensional)
p = Densidade, (Kg/m’)

w = Viscosidade, (Kg/m h)

¢ = Eficiéncia da coluna

0§ = Diametro da coluna, (m)
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RESUMO

Neste trabalho foi proposto um modelo matematico para descrever o
comportamento de coluna cromatografica por afinidade. O processo foi modelado a
partir dos balangos de massa de uma coluna de leito fixo e equagdes cméticas de
adsorcdo levando consideragio também a resisténcia 4 transferéncia de massa externa e
a dispersdo axial. Obteve-se um sistema de equagdes diferenciais. A resolugdo
numénica deste sistema foi obtida utilizando-se, simultancamente, os métodos de
Crank-Nicholson e Runge-Kutta de quarta ordem. A vatidade do modelo foi verificada
a partir de dados experimentais obtidos da literatura, sendo que o parfimetro de ajuste
do modelo proposto foi a porosidade do leito. Com o intuito de verificar as influéncias
dos pardmetros cinéticos ¢ condi¢des de operagdo na eficiéneia de colunas de
adsorcdo, foi realizado um estudo paramétrico. Em ambas escalas estudadas (de
laboratério e de produgdo industrial), foi observado que a porosidade, velocidade
superficial e didmetro da coluna sdo os pardmetros de maior sensibilidade. No entanto,
foi demonstrado que a operagdo de uma coluna de adsorgdo por afinidade apresenta
consideravel estabilidade, haja vista que nenhum parimetro afeta significativamente a
operagio da coluna. Por outro lado, parimetros como Qp (capacidade maxima de
adsorcio), k; e k, (constanfes cinéticas de adsorgdo) devem ser otimizados
antecipadamente, através da escolha do adsorvente ¢ condigdes de adsorgio desejaveis.
E ainda, com relagdo aos problemas de limitagBes do processo de adsorgdo dentro da
coluna, foi observado que o processo ¢ limitado pela taxa de reago, podendo ser
negligenciados os problemas de transferéncia de massa. Para diferentes valores do
coeficiente de dispersdo, foi possivel verificar que a coluna opera aproximadamente
como um reator tubular ideal. As conclusdes de que se pode desprezar tanto os
problemas de transferéncia de massa como 0s de dispersio, podem smmplificar
significativamente a modelagem e simulag@o de colunas de adsor¢do por afimdade.



SUMMARY

In this work a mathematical model was proposed to describe the behavior of
affinity chromatographic column. The process was modelled from mass balance and
affinity adsorption kinetics equations in a fixed-bed column. By considering the extern
mass transfer resistance and axial dispersion a set of differential equations was
obtained. A combination of the Crank-Nicholson and Runge-Kutta fourth order
numerical methods was used in the simulation procedure.The model validity was
verified using experimental data from the literature. The adjustment parameter was the
void column. This same model was used to predict the behavior of large scale
adsorption columns. A parametric study was performed in order to study the mfluence
of both kinetics and operating conditions in the adsorption column efficiency. The
more sensitive parameters were showed to be the porosity, superficial velocity and
column diameter for both scales analysed. It was showed, however, that an affinity
adsorption column operation is very stable since no parameters \significantly affects
the column operation. On the other hand, parameters like Qp (the maximum
adsorption parameter), k; (the forward kinetic constant) and k, (the backward kinetic
constant) must be optimized previously by choosing the suitable adsorption conditions
and adsorbent. Also, looking into the limitation problems of the adsorption process
inside the column, it was showed that the process is rate reaction limited, so that mass
transfer problems can be neglected. By changing the dispersion coefficient it was also
showed that the column operate nearly of an ideal plug flow reactor. Both findings no
mass transfer problems and no dispersion problems can simplify the modelling and
simulation of affinity adsorption columns.



I- INTRODUCAO

Recentes avangos nas areas de microbiologia, biologia molecular, imunologia,
genética € engenharia bioquimica tem formecido uma vasta gama de produtos
bioquimicos que sdo ou poderfio tornar-se de grande valor comercial. Proteinas e
substancias relacionadas sio frequentemente o principal constituinte em muitos destes
produtos, os quais podem ser utilizados como insumos industrials ou reagentes
farmacéuticos e medicinais. Muitos destes componentes sdo produzidos em reatores
bioquimicos, ¢ frequentemente a solugéo no reator ¢ uma mistura complexa, com a
substancia de interesse presente em concentragdes pequenas.

A purificagfo de substincias da mistura bioldgicas complexa tem sido feito,
tradicionalmente, pela combinagdo de técnicas de separagdo de substéncias de acordo
com suas diferengas nas propriedades fisico-quimicas. Com o avango da ciéncia da
purificagio, progressos significativos tem sido feito no uso de téenicas por afinidade
para a separagio de proteinas em escala analitica e industrial.

Dentre 0s processos de purificagio a cromatografia por afinidade € considerada
uma técnica potente de separagdo de macromoléculas bioldgicas. A principal vantagem
é o alto gran de purificagio da espécie desejada, que pode ser obtida numa tinica etapa
do processo global de purificagio.

Existe um consideravel interesse industrial na ampliagdo de escala de processos
de adsorgdio e técnicas cromatograficas para recuperaghio, separacdo e purificagdo de
componentes bioguimicos & partir de misturas biolégicas complexas.

Para simplificar a técnica de ampliagdo de escala é de grande importancia o
desenvolvimento de um modelo matematico para descrever 0 processo cromatografico,
que por meio de simulagdes em computador possa predizer o desempenho do processo,
em diferentes escalas. Na pratica, estas ampliagdes de escala, em escala industrial, sdo
feitas no sentido do aumento do diimetro da coluna, mantendo a altura inalterada, em
razdo, principalmente as limitag0es impostas pelas resinas.



Um dos objetivos da simulagdo de um processo quimico ou bioquimico €
apresentar uma compreensdo do comportamento do sistema para uma determinada
condicdo de operagfo e caracteristicas de interagdes fisico-quimicas que podem
ocorrer durante a operagio. Particularmente no caso de um processo de cromatografia
por afinidade a importéncia da simulagfo esta no fato de se poder compreender melhor
as caracteristicas deste sistema para um dado produto sem que se utilize de ensaios
experimentais dispendiosos e muitas vezes com alto custo, além de permitir que se
altere variaveis de processo, podendo até mesmo induzir 2 uma otimizagao do caso. A
escolha do método numérico também é muito importante no que se refere ao tempo de
simulagio e precisdo dos resultados.

Neste trabalho, o objetivo principal foi o de desenvolver um aplicativo que
contentha em sua estrutura os diversos parametros de transferéncia de massa ¢ de
cinética do processo, servindo como instrumento para avaliar diferentes casos de
cromatografia por afinidade em colunas de leito fixo, assim como avaliar estudos de

ampliag@o de escala do processo.



Ii - REVISAO BIBLIOGRAFICA:

A adogdio da cromatografia por afinidade, como uma unidade de operacio da
engenharia bioquimica, para separagdo e purificagdo de componentes bioldgicos em
escala industrial tem despertado o interesse de muitos pesquisadores. Enfretanto, a
elucidacdo do processo de cromatografia por afinidade e das teorias da adsorg#io para
uma coluna empacotada sdo pré-requisitos essenciais para que estes sistemas possam
ser comparados ou modelados.

Deste modo, a revisdo bibliografica foi dividida em trés partes sendo a primeira
parte sobre a cromatografia por afinidade, a segunda parte sobre as teorias de adsorgéo
em leito empacotado e suas aplicacdes na cromatografia por afintdade e a terceira parte
sobre a modelagem matematica.

I1.1 - Aspectos Gerais da Cromatografia

Métodos cromatograficos tem ocupado uma posi¢ao finica no campo de
métodos de separagdes € fem sido uma técnica de separago analitica, investigatoria e
preparativa muito importante € indispensavel em diversas 4dreas como quimica,

biologia e engenharia.

O rapido crescimento do conhecimento dos métodos cromatograficos nas
filtimas décadas tem fornecido ferram%mtas novas e comparativamente simples para
solucionar problemas de separacgéo e puiriﬁcag:ﬁo, que antes eram considerados estarem
além das possibilidades de solugdo.

Os termos "cromatografia”, "c:éematograma" e "método cromatografico” s@o
atribuidos ao botanico russo MIKHAEL SEMENOVICH TSWETT, que, em 1906,
utilizou estes termos em dois trabalhoés descrevendo suas experiéncias na separagdo
dos componentes de extratos de folhasée gema de ovo, onde utilizou colunas de vidro
recheadas com varios sélidos, ﬁnamentie divididos, e arrastou os componentes com eter
de petréleo. O nome deriva-se das paiaéfras gregas "chrom” (cor) e "graphe” (escrever),
embora o processo nic dependa da écor, exceto para facilitar a identificagdo dos
componentes separados. Atualmente d maioria das separaghes cromatograficas sdo
realizadas em misturas de substancias incolores, incluindo gases.



A Unidio Internacional de Quimica Pura ¢ Aplicada definiu a cromatografia
como: " Um método usado principalmente para a separacdo de componentes de uma
amostra, na qual seus componentes estdo distribuidos entre duas fases, uma
estacionaria e a outra moével. A fase estacionaria pode ser um sélido ou um liquido
sustentado em um sélido ou em um gel. A fase estacionéria pode ser empacotada em
uma coluna, difindida em um leito ou disiribuida como um filme, etc; nestas
definicdes "leito cromatografico” € usado como um termo geral para denotar uma das
diferentes formas  nas quais a fase estacionaria pode ser usada. A fase movel pode
ser liquida ou gasosa.” { BRAITHWHAITE, 1985 citado por SOUZA, E. §., 1993).

I1.1.2 - Classificaciio dos métoedos eromatogrificos

Os métodos cromatograficos sdo classificados de acordo com a técnica
empregada, a0 mecanismo de separagdo envolvido e aos diferentes tipos de fases
utilizados. FEntretanto, considera-se que a classificagio mais importante em
cromatografia baseia-se no mecanismo de separagao. que pode ser processos fisicos,
quimicos ou mecanicos, segundo COLLINS & BRAGA (1990).

Os processos fisicos sdo de sorgdo - adsorcdo ou absorgdo ( partigdo ) - ¢ sdo
baseados principalmente em atragdes eletrostaticas ou dipolares ( forgas de van der
Waals ), incluindo a formagéo de pontes de hidrogénio.

Quando se trata de um sélido, como silica ou alumina, como fase estacionaria, a
adsorgio do soluto ocorre na interface entre o sélido e a fase movel, devido a presenga
de grupos ativos nas suas superficies ( Figura 2.1-a }. A dessorgio do soluto implica
na volta deste a fase mdvel. Este mecanismo mais comumente encontrado em
cromatografia em camada delgada, em cromatografia gas-solido, cromatografia
Hquido-sélido e cromatografia supercritica com fase estaciondria solida.

Quando a fase estacionaria ¢ um liquido, espathado na superficie de um suporte
s6lido e inerte, ou nas paredes do tubo cromatografico, o processo ¢ intrafacial;
ocorrendo por absorgdo, ou partigdo, que s€ baseia nas diferentes solubilidades dos
componentes da amostra na fase estacionaria ( Figura 2.1-b). A volta dos componentes
a fase mével depende de sua volatilidade ( fase movel gasosa) ou de sua solubilidade



nesta fase ( fase movel liquida ). A cromatografia em papel, cromatografia gas-liquido
¢ a cromatografia Hquido-liguido estdo envolvidas neste mecanismo.

Para o processo quimico de troca idnica, a fase estacionaria ¢ constitnida de
uma matriz onde sio adicionados grupos funcionais ionizaveis. Assim s@o obtidos 0s
trocadores anidnicos que tém sitios ativos carregados positivamente, retendo anions, €
os trocadores catidnicos, que tém sitios carregados negativamente que retém cations.

A fase movel é, geralmente, uma solugo idnica com propriedades tamponantes,
escolhidas de forma a ser compativel com o tipo de trocador usado. Desta maneira, se
a fase estaciomaria retém cations, a fase modvel deve conter cations capazes de
substitui-los preferencialmente. A Figura ( 2.1-¢ ) indica uma representacio do
mecanismo de cromatografia por troca iénica.

Qutro processo quimico encontrado em cromatografia utiliza grupos com
especificidade biologica quimicamente ligado as matrizes. Estes grupos, que podem
ser, por exemplo, antigenos, enzimas ou lecitinas, retiram da fase movel somente 0s
componentes complementares, 0s anticorpos, proteina ou aglcares, respectivamente,
deixando passar todas as outras espécies da amostra, como nos mostra a Figura
( 2.1 - d ). Na cromatografia por bioafinidade, que sera detathada posteriormente, a
eluigio dos componentes retidos pode ocorrer com mudanca das propriedades da fase
mével, por exemplo, a sua acidez, que modifica as propriedades ou do grupo ligado on
do seu complementar, ou por métodos de deslocamento usando outro fortemente

atraido.

A cromatografia por exclusfio baseia-se em um processo puraniente mecanico.
A fase estacionaria ¢ uma matriz de composigdo inerte, com particulas de forma,
tamanho e porosidades uniformes. As moléculas da amostra sao separadas porque as
menores sio capazes de penetrar facilmente em todos os poros da fase estacionaria,
equilibrando-se com a fase movel intrasticial e intersticial, enquanto as maiores &0
excluidas de todos, passando entre os grinulos acompanhando a fase modvel
intersticial, isto €, a fase mével que fica fora dos poros Figura ( 2.1-e ). As moléculas
com tamanho efetivo intermedidrio migram com velocidades varidveis entre estes dots
extremos, sendo que possuem penetragdo seletiva nos poros, entrando em alguns, mas
ndo em todos, ¢ saindo da coluna em ordem relacionada com seu tamanho efetivo.
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FIGURA 2.1: Esquema dos mecanismos de a: adsorgio; b: parti¢do; ¢ troca ibnica;
d: bioafinidade ¢ ¢ exclusdo. { COLLINS & BRAGA, 1990 }



I1.1.3 - Cromatografia por afinidade

A cromatografia por bioafinidade distingse-se dos outros métodos
cromatograficos por basear-se, principalmente, nas propriedades bioldgicas ou
funcionais das espécies que interagem: a substdncia a ser separada e a fase
estacionéria.

A afinidade cromatografica é uma técnica de separagdo na qual a substincia é
adsorvida seletivamente da solugdo para o adsorvente insolavel através de interagSes
com seu grupo funcional ou a molécula é completamente imobilizada no adsorvente.
Em principio, esta técnica torna possivel separar proteinas de misturas a partir de seus
componentes estritamente na base do reconhecimento ¢ do ligamento a estruturas
especificas. A base para separagio ¢ marcadamente diferente dos métodos
convencionais usados para a separagdo de proteinas, que recaem nas diferengas das
propriedades fisicas tais como peso molecular, solubilidade e ponto isoelétrico. Por
exemplo, a ligagfo especifica entre a enzima e seu subsirato, inibidor e cofator, entre
um antigeno e seu anticorpo, entre o hormdmio e seu receptor sdo comumente

utilizados na pratica.

Afinidade cromatografica foi primeiramente introduzida por CAMPBELL et alii
em 1951, citado por YANG & TSAO (1982-b) como um método para separagdo de

antlcorpos.

Somente no inicio da década de 60 que este tipo de cromatografla teve um
grande avango, através de trabalhos de CUATRECASSA, WILCHECK, ANFINSEN e
PORATH (citado por COLLINS & BRAGA, 1990), passando a ser amplamente
empregada como método de purificagdo de macromoléculas.

A versatilidade deste método permite seu uso para wmna variedade de aplicagdes
tais como purificagdo de substincia biologica, anélises de componentes bioquimicos €
biomedicinais e elucidacdo de mecanismo de sistema de interag@o bioquimica.



I1. 1.3.1 - Principio do métode:

O principio da cromatografia por bioafinidade ¢ o isolamento seletivo de
macromoléculas bioldgicas, através da utilizagdo das propriedades dessas substancias
de unirem-se reversivelmente a ligantes especificos.

O processo de adsorgdo bioespecifica ¢ caracterizado pela imobilizacio de um
composto quimico ou bioquimico selecionado (ligante) na superficie interna de um
poro, inerte, presente no suporte solido (matriz). O ligante tem uma alta especificidade
por um composto particular on uma classe de componentes que 5o purificados de
uma mistura envolvendo vérias espécies (ARVES & LIAPIS, 1987). Segundo LIAPIS
(1989) nas separagdes utilizando cromatografia por afinidade sdo considerados o

envolvimento de guatro estagios:

(1) O estagio da adsorgio durante o qual a solugdo contendo o material a ser
adsorvido & colocado em contato com o adsorvente para permitir que as interagbes de

adsorgdo ocorram;

(2) O estagio de lavagem no qual componentes adsorvidos liviemente ou nao

especificamente sdo removidos:

(3) O estagio de eluigdo durante o qual a substancia adsorvida ¢ liberada do

complexo adsorvido-ligante; ¢

(4) O re-equilibrio ou estagio de regeneragdo, no qual prepara-se o adsorvente
para a reutilizag@io em outro ciclo de operagdo.



No estagio de adsorgo a mistura bruta contendo a substincia de interesse entra
em contato com o adsorvente e a proteina desejada se liga reversivelmente ao ligante
imobilizado. O material biologico brufo que & utilizado na solugio de alimentagio do
estagio de adsorgio na maioria dos casos contém outros componentes ndo desejados,
chamados contaminantes, os quais estdo frequentemente presentes em quantidades
maiores que as substancias desejadas. Durante o estagio de adsorgdo alguns ou todos
os contaminantes podem difundir dentro dos poros das particulas, e dependendo do
tipo de matriz e ligante, pode ser adsorvido bioespecificamente pelos ligantes ou nio
especificamente na superficie da matriz (CHASE, 1984a). No estagio de lavagem, a
concentragdo dos contaminantes presentes dentro das particulas porosas do adsorvente
sio reduzidas para um baixo nivel. Em seguida o adsorvido € recuperado através da
dissociagio do complexo adsorvido-ligante (estigio de elui¢do), e finalmente o
adsorvente é regenerado pelo contato com a solugdo tampdo inicial (estagio de
regeneragio) (ARVES & LIAPIS, 1987).

A Figura 2.2 mostra o esquema que ilustra o principio deste método
cromatografico, de acordo com COLLINS & BRAGA, 1990. Na etapa 1 as formas
geométricas representam os varios tipos de substdncia presentes na amostra. Na etapa 2
somente a substincia representada pelo trifngulo possui afinidade quimica pelo
ligante, o qual se encontra imobilizado covalentemente a matriz.
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FIGURA 2.2: Esquema do mecanismo do principio da cromatografia por bioafinidade.



A coluna é equilibrada e eluida em um determinado tampdo inicial, sendo que
nesta condigio sdo praticamente eliminadas todas as substincias que néo foram ligadas
por bioafinidade ao conjunto ligante-matriz, além daquelas que apresentam afinidade,
mas que excedem a capacidade de retengdo da coluna.

Nas etapas 3 e 4 a elui¢@o da substincia do ligante ¢ realizada por modificagdes
de pH, forga iénica, ou ainda pela adigio de uma substincia que tenha maior afinidade
pelo ligante,

Na etapa 5 ocorre a regeneracio da coluna que ¢ efetuada através da passagem
de eluente, que a deixam na condigdo inicial.

11.1.3.2 - Selecdo do suporte ou matriz

O suporte de matriz sélida para afinidades cromatograficas devem possuir as
seguintes propriedades, segundo YANG & TSAQ,(1982-a):

1 - Nio deve interagir com proteinas (ou adsorbatos) em geral, deve ser
hidrofilicos e ndo ter grupos de trocas intrinsecos, no sentido de prevenir adsor¢do nao
especifica de proteinas;

2 - Deve ter boas propriedades mecanicas, que devem ser mantidas apos o
tratamento quimico para minimizar resisténcia ac fluxo ¢ assegurar 0 mesmo fluxo

padréo,

3 - Deve ter boa porosidade com poros grandes o suficiente para permitir uma
facil transferéncia de macromoléculas dentro das particulas;

4 - Deve ter um nimero suficiente de grupos ativos que sio essenciais para
ocorréncia e modificacio quimica requeridos na ligagdo covalente cruzadas.

5 - Deve ser mecanicamente ¢ quimicamente estavel para o tratamento quimico
de modificacdio e variagio das condigdes de operagio.
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Muitas substincias possuem essas propriedades que permitem emprega-las
como suporte insolivel ou matrizes na cromatografia por bioafinidade; entre elas
destacam-se a celulose, agarose, dextrana, poliacrilamida e outros polimeros,
particulas porosas de alumina, silica de porosidade controlada ¢ algumas associagBes
entre as substincias citadas. A seguir a descrigdo de algumas matrizes:

Matriz de celulose

A matriz de celulose tem sido usada frequentemente por imumnologistas no
preparo de adsorventes para afinidade. Enzimologistas tém usado a celulose com
menos frequéncia principalmente por causa de sua estrutura fisica instavel (perda de
porosidade) ¢ forma geométrica irregular, No entanto, por tratamento quimico
conveniente estas limitagdes sdo contornadas por obtengdo de esferas mais regulares e
porosas, sem contudo comprometer a sua rigidez mecanica.

Matriz de dextrana

A dextrana é um polimero de unidades de glicose unidas por ligagdes a-1-6,
produzido por bactérias a partir do dissacarideo sacarose. E empregada como matriz
por bioafinidade, apds fratamento com epicloroxidrma para formagdes de ligagSes
cruzadas entre as cadeias polissacaridicas.

A matriz de dexirana apresenta como caracteristica principal um elevado
mamero de hidroxilas disponiveis, que a tornam mais hidrofilica que a agarose, mas
possui como limitagio a formagdo de ligagbes cruzadas indesejaveis durante a sna
ativagiio, tornando o gel menos poroso, dificultando a vazio da fase movel na coluna.

Matriz de agarose

A agarose ¢ um gel de rigidez consideravel e inéreia biologica relativa, sendo
muito empregada como matriz por bioafinidade.

Il



A retengio inespecifica de proteinas na agarose esta relacionada a presenga de
grupos idnicos como éster sulfatos, metoxil ¢ grupos carboxilicos. A elmminagdo ou
diminuicdo dos efeitos indesejaveis desses grupos procede por tratamento do gel com
borihidreto, em solugdo alcalina, por duas horas.

Um outro aspecto importante a ser considerado relaciona-se a estrutura
secundéria da agarose, a qual consiste de uma cadeia linear de polissacarideos, sem
ligacBes covalentes cruzadas, que implica em instabilidade térmica; dificuldade de
congelamento ou secagem, pronta solubilidade na presenga de agentes desnaturantes ¢
mudangas drésticas e irreversiveis da estrutura do gel na presenga de alguns solventes
orghnicos, como o 4lcool € acetona. Portanto o uso da agarose como suporte insolivel
ou matriz, na cromatografia pot bioafinidade, esta relacionado ao aumento da
estabilidade da estrutura secundéria do gel, através da reagdo com epicloroxidrina, em
meio alcalino. Tal reagdo leva & formagdo de ligagdes covalentes cruzadas entre
cadeias de agarose, tornando a matriz mecanicamente rigida e mais estavel a reagente

organicos ou inorganicos.
Matriz de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida sdo formados por uma estrutura de hidrocarbonetos,
na qual estdo ligados grupos amida. Esses géis apresentam as caracteristicas principais
de estabilidade com pH 1 a 10, de nd3o conterem grupos ionizaveis, portanto com as
interagdes nfo especificas minimas, de serem biologicamente inertes € de ndo serem

atacados por microrganisimos.

A perda da estabilidade mecanica constitui uma desvantagem deste gel, a qual
limita seu uso como suporte para cromatografia por bioafinidade.
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71.1.3.3 - A selecdo do ligante

Na cromatografia por afinidade ou por ligante-especifico, o ligante € o agente
que reconhece diretamente € se liga a molécula especifica que vai ser purificada. E
necessario selecionar um ligante apropriado, por exemplo para purificacdo de enzima,
a escolha é geralmente um inibidor, substrato ou um substrato analogo; para
purificagiio de antigeno, o anticorpo deve servir como um ligante apropriado.

A selecdo do ligante para a cromatografia possui dois fatores. Primeiramente, 0
ligante deve ter ligagio por afinidade especifica e reversivel com a substincia a ser
purificada; e o segundo fator € que o ligante deve ter grupos modificados que permitem
serem acoplados pela matriz sem perder sua atividade de ligamento.

11.1.3.4 - Preparagdo de fases estacionarias seletivas

A preparagiio de fases estaciondrias seletivas envolve duas efapas:
1- A ativagio da matriz,
2 - E o subsequente acoplamento do ligante.

A fase de ativacio compreende a ligag3o de grupos reativos a matriz inerte,
podendo ser esquematizada da segninte forma: os grupos hidroxilicos ou aminas livres
da matriz sio ativados por reagio com reagentes bifuncionais do tipo A-R-B, onde o
lado do grupo A se liga 4 matriz ¢ 0 grupo B a0 ligante. A fase de acoplamento
envolve a ligago covalente do ligante & matriz ativada. De acordo com COLLINS &

BRAGA, 1950:
a - Fase de ativacio da matriz

M- 0OH +A-R-B>M-0-R-B+HA
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b - Fase de acoplamento
M-0-R-B + H-LIGANTE — M - OR - LIGANTE +HB

O sucesso da purificagio de macromoléculas por cromatografia por afinidade
muitas vezes esta relacionado com a distincia existente entre a superficie do suporte ¢
o ligante especifico, no qual as macromoléculas ligar-se-do. Fatores estéricos devem
ser considerados, quando proteinas de massa molecular elevada sdo separadas por esse
processo e ligantes especificos pequenos sdo acoplados diretamente 4 matriz. Neste
caso, 0 problema pode ser solucionado através da preparagfio ligantes especificos com
uma cadeia de hidrocarboneto, a gual recebe o nome de brago ou espagador;
alternativamente, a extensdo de hidrocarboneto pode ser primeiramente ligada ao
suporte solido, € a seguir, liga-se covalentemente o ligante especifico a esse brago. A
Figura 2.3 mostra o efeito do aumento do brago enfre o ligante ¢ o suporte solido,
segundo PHARMACIA (a).

) =9

FIGURA 2.3: O principio dos bragos no processo de adsorgdo por bioafimdade, a:
ligante ligado diretamente & matriz, b: ligante ligado & miatriz por meio do brago.

a)_
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1L1.3.5 - Eluic@o

A eluigdo do material ligado a fase estacionaria seletiva em cromatografia por
afinidade ¢ realizada pelo emprego de agentes especificos ou ndo. Esta etapa ¢ de
fundamental importincia para gue ocorra uma boa separago da substincia desejada.
Fluigdo requer a completa dissociagdo do complexo adsorbato-adsorvente ¢ idealmente
o adsorbato deveria ser eluido em altas concentrages num volume pequeno de

solugdo.

Os dois métodos de eluigho que tem sido utilizados sfio o seletivo e o ndo

seletivo, onde:

- seletivo quando se utiliza as propriedades naturais das interagdes bioespecificas das

macromoléculas biologicas.

- nfio seletivo quando se utiliza de mudanga de pH, proteinas desnaturantes, efeitos de

temperatura entre ouiros.

O método utilizado normalmente ¢ o de eluig@o ndo seletivo. Esse método
altera, através do uso de um eluente apropriado, as propriedades fisicas do adsorvente
de forma que a intensidade da ligagfo entre ligante ¢ substancia adsorvida € reduzida ¢
a dissociagdo do complexo adsorvido-ligante ¢ promovida. O segundo método de
eluicio seletiva envolve exposigdo do complexo adsorvido-ligante em uma solugdo
contendo alta concentrago de ligante livre. Este eluente seletivo (ligante) tem uma
afinidade significativa pela substancia adsorvida ¢ pode ser o mesmo ligante que esta
fixo na superficie interna dos poros presenies na matriz ou pode ser diferente do
ligante imobilizado. Ha uma competigio entre os ligantes soliiveis e os imobilizados, €
se o ligante solavel estd em excesso, o adsorvido deslocari quase que exclusivamente
para a fase solével, sendo entdo separado das particulas de adsorvente. A substincia de
interesse ¢ separada do ligante soltvel explorando a diferenca no peso molecular das

duas espécies.



Fmbora o passo de eluigdo seja de grande importancia, poucos trabathos tem
considerado a analise quantitativa tedrica do estagio de eluigdo. ARVES & LIAPIS
(1987) descreveram um modelo matematico envolvendo ¢ comportamento do estagio
de eluic3o da adsorgo bioespecifica num reator de mistura, onde sio considerados os

dois métodos de eluicdo.

11.1.3.6 - Aplicacoes

Adsorcdo bioespecifica tem sido amplamente reconhecida como método
eficiente para a anilise quantitativa e identificagdo de macromoléculas biologicas bem
como para separagdo e purificagio em escala industrial de biopolimeros naturais como
plasma sanguineo e matéria-prima de reafores de bioquimicos ( ARVES & LIAPIS,
1988). Na purificacio de macromoléculas sabe-se que um grande ntmero de proteinas
foram purificadas, e as enzimas sem divida alguma sfo a maior categoria dessas
macromoléculas, podendo ainda ser citado: purificagdo de anticorpos, antigenos ¢

glicoproteinas.
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I1.2 - Teorias de Adsorcio do leito empacotado e suas aplicacles na
cromatografia por afinidade

11.2.1 - Introducio

A técnica de cromatografia por afinidade em leito empacotado recal em duas
categorias principats, segundo CHASE (1984-b), o método do pulso e o método
degrau.

Método Pulso

~ Consiste na aplicagio de uma pequena amostra a ser analisada na coluna e
subsequentemente um eluente que nio possui afinidade pelo adsorvente ¢ introduzido
na coluna. O processo é frequentemente referido como desenvolvimento da eluigdo. A
técnica é normalmente utilizada para procedimentos analiticos, com vistas a medir a
guantidade de adsorbatos presente na amostra.

A operagio do método do pulso pode ser usada para separar misturas de
compostos que possuem diferentes afinidades em relagdo a fase imobilizada, isto se as
condigdes de operagdes resultam em separages cromatograficas dos componentes ao
longo do comprimento da coluna. Entretanto, como somente pequenas amostras de
material sdo aplicadas em cada ciclo de operagdc este método ndo ¢ ideal para
aplicagbes macropreparativas onde a capacidade maxima da coluna para purificagdo ¢

necessaria.

Método Degrau

Neste método de operagdo da coluna empacotada, a amostra ¢ alimentada
continuamente na coluna até que a capacidade maxima da coluna seja esgotada e o
adsorbato comega a aparecer na saida da coluna. A concentragdo de adsorbato na
saida da coluna varia em fun¢do do tempo e é conhecida como curva de
"breakthrough", e a medida destas curvas nestes sistemas € referida como uma andlise

degrau.
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Este método de operagdo é particularmente apropriado para separagdes por
afinidade macropreparativas, onde ¢ adsorvente tem afimidade especifica somente por
uma espécie de molécula da alimentacéo.

A revisio de YANG & TSAO (1982-b) tem mostrado que a suposigio de
isoterma linear de adsor¢do ou cinética adsorcdo/dessor¢do linear, as quais tem sido
usadas frequentemente para obter solugBes analiticas que descrevem o desempenho da
cromatografia convencional liquida ou gasosa, ndo sdo aplicaveis para cromatografia
por afinidade, principalmente quando sdo operadas sob condigSes de anilise degrau.

Na literatura de cromatografia, especialmente, as referéncias que descrevem
analise degrau ou processo de adsorgdo em leito fixo, 0s dois termos sdo comumente
usados para representar a forma bésica do equilibrio. Eles sdo equilibrio desfavorivel
para 0s quais as isotermas sdo convexas ¢ o equilibrio € favoravel quando as isotermas
si0 cOncavas. Um caso intermediario é de isoterma linear. A Figura 2.4 mostra os tipos
de isotermas. As isotermas de adsor¢#io sdo a de Freundiich e Langmuir.

- Isoterma de Freundlich

A equagdo de Freundlich que descreve a curva matematicamente por:
Q=K,C* 2.1

onde;

Q - concentragiio da fase solida do material adsorvido
K; - constante de equilibrio de Freundlich

C - concentragdo
n - expoente, se 1 igual a linear, > 1 convexa, < 1 concava

Ky e n sdo pardmetros empiricos.
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A isoterma de adsor¢io de Freundlich, entretanto, ¢ limifada para solugdes
altamente diluidas e moléculas simples.

FIGURA 24: Tipos de isotermas de adsorgio para equagio de
Freundlich, sendo 1:n=l,2:n<le3: n>1

- Isoterma de Langmuir

A equagdo de adsor¢do, como uma monocamada, ¢ descrita por Langmuir

como:

C

Q=0Qy CiK, (2.2)

C - concenfragio de adsorbato

Q - concentragio da fase sélida do material adsorvido

Q- quantidade maxima de enzima que pode ser adsorvida na resina

K, - constante de equilibrio de Langmuir

K, e Qy, sdo frequentemente parametros ajustados em programas computacionais.

A equagio de Langmuir é mais apropriada para moléculas complexas.
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I1.2.2 - As teorias da cromatografia por afinidade

As principais teorias de cromatografia podem ser dividida em duas categorias.
Na literatura as duas teorias podem ser aplicadas na andlise da cromatografia por
afinidade ¢ sfo a teoria dos pratos ¢ a teoria das taxas.

- A teoria dos pratos:

A teoria dos pratos foi primeiramente introduzida por Martin and Synge (citado
em YANG & TSAQ, 1982-b) como um modelo de equilibrio de pratos. Este modelo
define a coluna como uma sucessdo de pratos de equilibrio bem-misturado.

O adsorvente (fase estacionaria) é contido dentro de cada prato e o liquido ou
gas carregador (fase movel) passa continuamente através dos pratos. Assumindo que o
equilibrio ¢ sempre alcangado entre duas fases de cada prato, o processo pode ser
tratado como uma série de "contactores” ideais de fluxo de mistura.

O numero de pratos na coluna depende das propriedades do adsorbato e das
variaveis de operagiio, que podem ser determinadas experimentalmente através da
informagcio da resposta ac impulso da coluna.

A falha mais 6bvia, desta teoria dos pratos, é a sua incapacidade de predizer o
nfmero de pratos ou a altura efetiva do prato, ¢ a falha para fornecer informagGes
como uma mudanca nas condicdes de operagdes afetara a coluna. Consequentemente,
o niimero de pratos deve ser determinado experimentalmente antes de qualquer calculo
ser feito e as condigBes otimas de operagdo s3o encontradas por tentativas e erros. E
possivel compensar estas falhas tirando proveito dos resultados dados pela teoria das
taxas e outros modelos cromatograficos.
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- A teoria das taxas:

A teoria das taxas de cromatografia ¢ um conjunto de equagdes do balango de
massa ¢ condi¢bes inicial e de contorno apropriadas. Na teoria das taxas, segundo
YANG & TSAO (1982-b), a analise é baseada no fluxo continuo do fluido atraveés da
coluna, taxas finitas de transferéncia de massa, isotermas de equilibrio e cinética de
adsorgéo.

A equagdo de continuidade da fase mével pode ser formulada como:

oiC AC oC
EL  _yIZ_R="2
ax° Y ox ot (2:3)

onde:

E - dispersdo axial

v - velocidade linear

R - ¢ a taxa de transferéncia de massa da interface
C - concentragio de adsorbato

x e t - sdo coordenadas de espago ¢ tempo

Esta teoria tem sido, por longo periodo, estudada principalmente para adsorgdo
em leito fixo e operagdes de troca ibnica, as quais sdo duas formas de técnicas
cromatograficas por analise degrau.

Diferengas nos modelos sdo devido, principalmente, &s variagdes nas equagdes
das taxas de transferéncia de massa ou para a expressio de R, ou seja, a taxa da reagdo
quimica.
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A taxa de transferéncia de massa na superficie pode ser formulada para as

seguintes situagfes:

1 - a etapa limitante € a taxa de difuséo do filme fluido;

2 - a etapa limitante é a taxa de reagio de adsorgho;

3 - a etapa limitante ¢ a taxa de difuséo no poro e/ ou particula,

Os vérios passos na transferéncia de massa estéio descritos na Figura 2.5:

FIGURA 2.5: Natureza fisica ¢ a localizagio dos passos na transferéneia de massa de
um soluto a partir de um fluido para uma particula solida.Onde: a; resisténeia do filme;
b: meio liquido; ¢: resisténcia a difusdo no poro; d: resisténeia 4 reagio na superficie; &
particula (resina); e f resisténcia a difusdo intraparticula (fase solida).

A etapa determinante pode ser aftribuida a uma ou a combinagio destas
resisténcias. Para uma analise degrau simples, todos os casos tem sido analiticamente

solucionados com restrigdes ¢ simplificagdes.
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11.2.3 - A teoria da taxa de adsorcio da analise degrau :
11.2.3.1 - Taxa de adsor¢io na superficie como etapa limitante

Neste caso, a reagdo na superficic ¢ lenta comparada com a taxa de
transferéneia de massa. Entfo a fungdo da taxa assume a forma da equagfo da taxa

cinética:
R=k,C(Q,~-Q)-kQ (2.4)

Onde:

C - concentragio de adsorbato

k, -k, - sdo constantes de adsorgdo e dessorgho;

Q - concentragio da fase sélida do material adsorvido;
Qp, - capacidade maxima do adsorvente.

1L.2.3.2 - Difusdo no filme liquido como a etapa limitante

fstes casos pertencem a categoria de tipos de equagdes simplificadas ou
empiricas, onde a equagio da taxa € a etapa limitante de difusfo no filme. Sob controle
da difusdo do filne a concentragio dentro da particula é constante

R=Ka(C-C;) (2.5)

onde:

K - coeficiente de transferéncia de massa
a - area superficial/ porosidade do leito
C ¢ C, - sio as conceniragdes no meioc liquido e na superficie da particula,

respectivamente.
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A difusdo no filme pode tornar-se a etapa determinante da taxa global de reagéo
somente em casos onde o tamanho da particula é pequena ou a difusividade efetiva na
zona intraparticula é grande. Deve ser lembrado que o Numero de Reynolds (Ngg) €
fungio do dizmetro da particula, portanto se a particula for pequena o Ny, € pequeno.

11.2.3.3 - Difusdio infraparticula como etapa limitante

Na maioria dos casos praticos dos processos de dessorgo, dificilmente a etapa
da difusdio no filme ou adsor¢fio na superficie serd a etapa limitante do processo.

Para construir a equagdio da taxa com limitacio pela difusdo existem dois tipos
de aproximagdes que s3o: o modelo solido homogéneo € o maodelo particula porosa.

- Modelo sélido homogéneo

O modelo sélido homogéneo trata a particula como uma matriz homogénea
independentemente de sua estrutura porosa. O processo de adsorgiio ocorre na
superficie da fase sotida, acompanhada pela difusdo do adsorbato dentro da particula.

O equilibrio do adsorbato é assumido ocorrer somente na superficie externa da
particula.  Este tipo de aproximagio tem sido usado, quase frequentemente nos
processos de troca idnica onde, geralmente, um ion de carga oposta nao é ligado nom
sitio especifico mas ¢ mantido pelo adsorvente por forgas puramente eletrostaticas.
Este modelo é perfeito para um gel homogéneo e ndo € para granulos porosos, embora,
se a difusdo na fase solida for rapida comparada com a do fluido no poro, esta
aproximagdo € provavelmente aceitavel também.

A taxa de transferéncia de massa pode ser expressa pela primeira lei de Fick:

R=_ap D, 22 (2.6)
C?f 1"-‘=Rp



onde:

p - densidade da particula
D, - difusividade efetiva intraparticula
R, - raio da particula

Este modelo tem sido muito usado para processos de troca idnica, entretanto sua
aplicagio parece ser irreal para a maioria dos casos de adsorgdo.

Para afinidade cromatografica, o tamanho do poro da matriz sélida deve ser
largo o suficiente para acomodar liviemente as macromoléculas das proteinas, entio
parece ser dificilmente desejavel descrever este sistema usando o modelo solido

homogéneo.
Modelo particula porosa

O modelo da particula porosa tem sido usado com mais frequéncia do que o
modelo so6lido homogéneo, que descreve com maior precisdo a caracteristica do
material poroso de empacotamento. Para este modelo a equagio do balango material
intraparticula pode ser escrita como:

(2°c _208C) _8C

+ 2.7
elor* 1 or ot @7

onde:

C - concentragio do fluido no poro
D, - difusividade efetiva iniraparticula
r et - s3o as coordenadas da posigiio e tempo.

Este modelo da particula porosa ¢ mais realistico e desejavel para analises de
cromatografia por afinidade.
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Esta revisio baseada no artigo de YANG & TSAO (1982-b) mostra que através
da modelagem matematica as taxas de adsorgio podem tornar-se processos bem
estabelecidos e podem fornecer a base para aplicd-la em diferentes problemas para
purificagio de macromoléculas biologicas.

HORSTMANN et alii {1986) estudaram a adsorgdo por afinidade de proteinas
em gel Sepharose analisando a influéncia do tamanho das particulas, em uma estreita
faixa de diferentes didmetros médios de particulas e as duas proteinas analisadas foram
a lisozima e BSA (albumina do soro bovino).

Como pode ser observado através da Tabela 2.1, para estas proteinas a
quantidade maxima que a resina pode adsorver aumentou com o decréscimo do
didmetro médio das particulas. Para a lisozima, a porcentagem no aumento da
capacidade maxima de adsorgdo é menor do que a porcentagem de aumento da area de
contato. Para o BSA, entretanto o aumento na capacidade ¢é mais de gue quatro vezes
maior gue o aumento na area contato.

TABELA 2.1: Resultados obtidos nas analises das duas proteinas em relagdo ao

tamanho das particulas:
proteina  Didmetro Qm Aumento  Aumento na Area
(um) (mg/mi) Qm Superficial Externa

%) %)

49 15,1 - --

lisozima 45 15,8 5 13
38 16,6 10 30

49 54 -- e

BSA 45 7,7 43 13

38 12,0 122 30

As constantes de dessorgio/adsor¢do descrevem que a interagdo por afimidade
também se altera com o tamanho da particula. Comprovando novamente que os efeitos
sdio mais pronunciados para proteina maior, BSA, do que para lisozima.
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I1.3 - Modelagem Matematica

A modelagem matematica dos processos fermentativos e de purificaglo,
baseada nos balangos fundamentais de massa ¢ reagdes cinéticas tem sido alvo de
interesse de muitos pesquisadores na Gltima década. Pode-se praticamente afirmar que
03 experimentos baseados na tentativa ¢ erro utilizando-se planta piloto ou escala de
laboratério para melhorar o desempenho do processo ja esto ultrapassados. Este fato
se deve principalmente a algumas caracteristicas singulares dos bioprocessos: matéria-
prima muito cara, tempo longo de processamento, muitos parimetros a serem
estudados (pH, temperatura, composigio do meio de fermentagfo), condigBes
operacionais {batelada, batelada-alimentada, continuo) ¢ analises complexas ¢ caras,
Assim, estudos preliminares através de simulagbes em computador a partir dos
modelos tem se tornado um método eficiente € econdmico para otimizagio, aumento
de escala e definicio de estratégias de controle. Segundo BERNINGER et ahii (1991),
citado por RODRIGUES (1993), os modelos ndo substituem os experimentos praticos,
podendo, no entanto, reduzir consideravelmente o niimero destes experimentos.

Os modelos matematicos podem ser classificados em dois grupos: modelos
determuinisticos € estocasticos ou probabilisticos. Os modelos deterministicos sdo
obtidos a partir dos balangos fundamentais de massa , momento ¢ energia, enquanto
que os probabilisticos através de dados experimentais e tratamento estatistico. No
modelo deterministico, cada pardmetro esta associado a vanével do processo, enquanto
que no modelo probabilistico as varidveis ou parimetros usados para descrever a
relagio entrada/saida ndio s3o precisamente conhecidas (HIMMELBLAU &

BISCHOFF, 1568).

A modelagem ¢ simulagdo de processo de adsorgdo utilizando 2 técnica da
cromatografia por afinidade tem sido estudada por varios pesquisadores nos diferentes
problemas de purificagio de proteinas. Alguns destes trabalhos sdo citados a seguir:

CHASE (1984-b) apresenta um modelo que descreve com €xito a cromatografia
por afinidade e usa este modelo para desenvolver métodos para predizer a performance
de leito empacotado e tanques agitados para separagdo por afinidade. A performance
experimental destes dois tipos diferentes de sistemas de separaggo por afinidade sdo
comparadas com a performance da predigio pelo modelo através dos pardmetros que
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estdo envolvidos no estagio de adsorciio de B-galactostdase utilizando Cibacron-Blue e
anticorpos monoclonal imobilizados.

COWAN et alii (1986) fizeram uma revisdo sobre trabalhos anteriores a
respeito da bioafinidade da lisozima em Blue Sepharose CL6-B. Eles utilizam-se dos
dados experimentais de CHASE (1984-a) para comparar com os resultados do modelo
numérico e solugiio analitica. Predigdes da performance da coluna de adsorcdo de leito
empacotado apresentaram bons resultados auxiliando a ampliagdio da escala. A
dispersdo axial foi levada em consideragdo em algumas simulagSes, tendo sido
desprezada em outras.

ARVES & LIAPIS (1987) identificaram que a transferéncia de massa através do
filme liguido ¢ os mecanismos difusionais sfio tdo importantes quanto as etapas das
taxas de adsorgdo ¢ dissociagiio do complexo adsorbato-ligante nos diferentes estagios
(adsorgdo, lavagem, eluigéio), no caso da cromatografia por afinidade em leito fixo,

A adsorc¢io por afinidade de imunoglobulina G em adsorvente consistindo de
proteina A imobilizada em matrizes de agarose foram estadadas por HORSTMANN &
CHASE (1989). O estudo envolve a determinagdo das caracteristicas do equilibrio da
adsorgio através de medidas das taxas de adsor¢io em sistemas de tanques agitados e
leitos empacotados. Os dados experimentais usados para se obter a validade do modelo
tedrico proposto descrevem a transferéncia de massa para o adsorvente. Neste caso a
transferéncia de massa pode ser descrita como uma combinacfio da resisténcia do filme

na superficie e da resisténcia da difusdo no poro.

LIAPIS et alii (1989) no sentido de compreender o equilibrio e as caracteristicas
dinamica da adsor¢io por bioafinidade da lisozima em anticorpos imobilizados em
particulas de silicas ndio porosas propés um modelo matematico. Neste, 0 modelo de
Langmuir ¢ utilizado para representar os dados de equilibrio, fornecendo resultados
satisfatérios. As constantes de equilibrio ¢ calor da adsorcfio tem sido estimadas para
dois sistemas com diferentes densidades do ligante. O efeito das interages néo
especificas s#o mais evidentes no sistema de baixa densidade do ligante. A dinfmica
do leito fixo do modelo de adsorcdo representam bem a maioria dos dados
experimentais da curva de saida e fornece uma boa concordancia na fase inicial destas
curvas. No entanto, ndo ha um bom ajuste na fase final (perto da saturagdo). Supde-se
que nesta fase a adsorgiio é ndo especifica e/ou os sitios de adsorgdo estdo
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estericamente impedidos. O modelo proposto ndo leva isto em consideragdo, e talvez
dai ocorra o desvio predito pelo modelo ¢ os dados experimentas.

IL3.1 - Fatores que determinam o formato das curvas de saida

Em sistemas de afinidade onde o método degrau de operacio ¢ adotado, a
performance de adsorgio mais eficiente ¢ a obtida quando o formato da curva se
aproximar da resposta de um pulso degrau em reator tubular ideal, ou seja, o mais
vertical possivel. A Figura 2.6 mostra os dois tipo de curvas de saida que seriam
obtidas para uma mesma coluna empacotada, dependendo das condigbes de operagéo,
E normal na preparacio de coluna de cromatografia por afinidade terminar a
alimentacdo da coluna quando o nivel de adsorbato na saida da coluna atingir um certo
nivel. Se a alimentagfio continuar além deste ponto, quantidades consideraveis de
adsorbato podem passar através da coluna sem ser adsorvido. A quantidade de
adsorbato que pode ser alimentado em uma coluna antes deste nivel ser atingido
dependera do formato da curva "breakthrough". Na pritica, é pouco provavel que a
coluna sera carregada até a sua capacidade méaxima de adsorg#o. Esté claro através da
Figura 2.6 que as condigdes de adsor¢io gue resultam em boa forma da curva
"preakthrough" resultaria também em mais material sendo retido pela coluna.

O interesse, portanto, no estudo de fatores que mnfluenciam a curva
"breakthrough” visa methorar a performace do estagio de adsorgdo do processo de
purificagdo por afinidade da coluna (CHASE, 1984-a).

29



(a) Qags = CoVz t

- R -

0 m Qads = CoVz t

FIGURA 2.6 A influéncia do formato da curva de "breakthrough" no desempenho de
colunas leito fixos: a 4rea hachurada mostra a quantidade adsorbato ( Qggg™ CoVy 1)
que seria adsorvido na coluna, s o carregamento terminasse quando C/Co atmge o
valor de 0,1. Onde: a: tipo de curva obtida em coluna empacotada ¢ b: curva mais
inclinada, na vertical, obtida na mesma coluna com alteragBes das condictes de

operacio.



I - MODELAGEM MATEMATICA

111.1 - Modelo Cinético

A separagdo por afinidade explora as interagdes que podem ocorrer em sistemas
biolégicos quando duas diferentes moléculas podem interagir reversivelmente para
formar uma ligagio nio covalente forte. Tais interagdes incluem aquelas que ocorrem
entre uma enzima e seu substrato ou inibidor, anticorpo e seu antigeno, hormdnio e seu
receptor, ¢ aquelas entre sequéncias complementares presente em acidos nucleicos.
Através da imobilizagio de um dos componentes envolvidos nas interagdes, um
adsorvente com uma afinidade especifica por um tnico componente pode ser gerado.
Se a interagdo altamente especifica ¢ explorada um adsorvente com uma afinidade
especifica pode ser sintetizado.

Através de um modelo matematico de velocidade de reacdo, segundo a equagho
de Michaelis-Menten, baseado em um balanco de massa, € possivel estudar a relagio
entre os componentes do processo de adsorgdo.

A equagiio abaixo representa este tipo de interagdo bioespecifica:

k)
A+B;_+ AB 3.1)
ky

onde:

(B) representa os sitios imobilizados no adsorvente que possui um afinidade especifica
por uma Unica espécie de adsorbato (A), k; ¢ ky sdio as constantes da taxa que
governam a reagdo de adsorgdo, € Kg = ( ky / k; ) a constante de dissociagdo que
descreve o equilibrio da reagfo de adsorgdo.

Exemplificando tem-se que A, B ¢ AB sdo a lisozima a ser adsorvida, o
adsorvente e o complexo lisozima-adsorvente respectivamente.
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A proposta de expressdo cinética para adsorgho da lisozima em resina descrita
pela Equaciio (3.1) ¢ dada por:

°Q _Q)-
7=k CQ, - Q- kQ (3.2)

onde:

C ¢ a concentragio de lisozima em solugdo que pode ser adsorvida, Q € a concentragio
de lisozima na fase solida de material adsorvido na resina por unidade de volume de
adsorvente, Q, € a capacidade maxima de adsorcdo do adsorvente, ky e k, sdo as
constantes cinéticas do modelo.

Da mesma forma, em equilibrio a interaglo € descrita por:
5 * * *
-—é—%:k,c (Q,-Q)-k,Q =0 (33)

onde 0 simbolo (*) representa o valor da varidvel no equilibrio.

A partir da Equag3o (3.3) pode ser observado que no equilibrio a concentragéo
da fase solida de material adsorvido {Q") varia com a concentracio de material que

pode ser adsorvido (C”) da seguinte forma:

Q= (3.4)

A Equagfio (3.4) prediz que a isoterma de adsorg@o deve ser ndo linear ¢ do tipo
descrito por Langmuir, frequentemente referida como vma isoterma favoravel.

As constantes cinéticas foram determinadas por CHASE (1984-a) através de
experimentos em batelada.
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1.2 - Modelo Matemitico

Um processo isotérmico de adsorgdo de lisozima em Cibacron Blue Sepharose
CL-6B em uma coluna tubular (Figura 3.1) foi descrito matematicamente em termos
das equagdes diferenciais obtidas do balango de massa ¢ da cinética do processo.
Utilizou-se o méfodo numérico de Crank-Nicholson acoplado a uma rotina de Runge-
Kutta de quarta ordem para resolver as equagdes. O objetivo € verificar se este modelo
descreve bem os dados experimentais obtidos por CHASE (1984-a).

Clzt}

FIGURA 3.1: Esquema de uma coluna de cromatografia.

Co - concentragiio de lisozima na alimenta¢ao [mol lisozima/m3sol. |
C - concentragio de lisozima em solugZo [mol lisozima/m3sol. ]
L - comprimento do leito da coluna fm]}
Q - concentragio de lisozima adsorvida na resina [mol/ m3 resina]
R - raio da coluna mbular [m]
v - velocidade de escoamento da solugio de lisozima [m/h]
Z - distancia [m]
t -tempo [h]
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Definiu-se um volume diferencial de controle (VDC)na cohma,de Z at€ AZ, e

a seguinte nomenclatura adicional:

A - area da secgdo transversal da coluna

E - coeficiente dispersdo axial da enzima em solugao
Rs - Taxa de adsor¢do de lisozima pela resina

¢ - Porosidade do leito de resina

Qs termos de balanco de massa sdo:

Lisozima em solugio que entra no (VDC) por convecgio

Lisozima em solugiio que entra no (VDC) por difusdo

Lisozima em solugio que sai do (VDC) por convecgio

Lisozima em solugfio que sai do (VDC) por difusio

Lisozima adsorvida na resina no (VDC)

Actimulo de Hisozima em solugio no (VDC)
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Portanto a equagio de balango de massa torna-se:

[ vCAs |Z + [ME%EJ Aeg
z

Z}{cha[ZJrAZ{—E%SAg' Z+Az}

C
Rs 7 RZAZ(1-£) = f;-— xR%AZe (3.5)
H

onde: A= 7 R2

Dividindo-se pela area A ¢ por AZ tem-se:

, . eC . GC
vEg| -vCe] Be 27| +EBe S
z Z+AZ ,  CZlZ gz

AZ AZ

ZEAL _(1-¢)Rs= g%g (3.6)
t

Tomando o limite com AZ —> O e considerando que o coeficiente de dispersdo
axial { E ) e a porosidade do leito (€ } séio constantes ao longo da coluna tem-se:

2
wvg—é-—cmrEs 7L (l—s)Rsnaﬁg (3.7)
Z Jt

(5’2 é’z“

Rearranjando tem-se:

2
Y = Vg §-(—:+E3 a’c_ (1-£)Rs
8 tAc. 2 g7 (3.8)
Rs:&Q




Entdo a equagio de balango de massa na coluna de adsor¢do pode ser escrita da
seguinte maneira:

pC__ 2C T (1-8) 9Q

=V

At Az 52 T,

(3.9)

A expressdo cinética para adsorgdo da lisozima em resina pode ser escrita
como:

i?:[klc (Qm - QO -kyQ] :-j—? (_:8) (3.10)

onde:
Rs - taxa de adsorgdo de lisozima I'mol lisozima/m? meio}
Q - conc. de lisozima adsorvida na resina [mo] lisozima/m? resina)
C - conc. de lisozima em soluco [mol lisozima/m? solugdo]

k;, ky € Qp, - constantes cinéticas do modelo de adsor¢io.

Como o sistema de equagBes consiste de uma equagdo diferencial parcial ¢ uma
equagio diferencial ordindna, sugere-se aplicar 2 métodos de resolugfio numenca.
Neste caso utilizou-se simultaneamente o método de Crank-Nicholson e Runge-kutta
de quarta ordem para equagio diferencial parcial e equagfo diferencial ordindria
respectivamente.

5C  0C (-5)8Cs _o%C
v+ +

E 3.11
At sz & Bt g0 .11}
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Com as seguintes condigdes inicial e de contorno:
condigdo inicial:

t=0 = 0< Z<L = C=Co

na entrada da coluna:
{zzo o YeopZt g
£ az

na saida da coluna;

Ca+1,j = Cnj
gop = 28 o [arThE T
dz Ca+1,j+1=Cnj+1

Com as seguintes condigBes inicial de contomno para C(z,t) e Q(z,t):
Cpo=Co Qpo= 0 Coj=Co ¥ ]
Cio=0 i>1 Qio= 0 i>1 Qoj=0 ¥j

Derivadas da concentragio de lisozima em solugdo, segundo Crank-Nicholson sdo:

s¢ Cij+1-Ci]

St =2 (3.12)
At At

5 Citiir=Ci_1:01 Cirti-Ci-1

OC::}_ i+Lj+17 ™ 1,3+1+ 1+1L3 7 ~1~1,J (3.13)
gz 2 2AZ 2AZ

52 1{Ci+13-2Cij+Ci-1j Cirli+172Cj+170i-1j+1

Az (AZ) (AZ}
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Equagio cinética:

&
%TQ: k1 C (Qm~Q)— k20 (3.2)

Substituindo-se a equagdio (3.12), (3.13) e (3.14) na equagdo (3.11) tem-se:

C

= Y
2AZ 2AZ,

.. -C. - C. ) C. . —C. )

1 1 +13+1 +1 -1

i,]+ 1] 1+ 4] N 1+E] 1— 1] +
At 2

I{Cﬂlj“2QJ*{%~LjLCH1J+I“u%4+l+ci13+1}
2

(AZ)? | (AZ)*

(1-¢)
& [klci,j(Qm'Qi,j) - k'zQi,j] (3.15)

&

Rearranjando a equagdo (3.15) tem-se:

oy

E E I v E =
+ C. .. 4+t C .+ - C..... , =
X ¥2(AZ)%jl i 22 ‘“} h {f‘ Az 3(:&2)2} L

\_.__.._.......,.__V___......_...v’

a B y

(3.16)

=¥



onde:

— E
a {4& +2(AZ)2] (3.17)
[ 1
E I
- ——---————-——‘.f.--——
B =| a2t AT (3.18)
_ __E n
14 _[4& 2(&2)2} (3.19)
={ 1 E
At (A7) (3.20)
Da qual obtém-se a equagio geral:
-aCigj+1+ BCLj+1+7 Cinje1 =2 Gt j-7Cit L 5
A-e) i oo s+ 87800 (3.21)
& g I(Qm Qx,}) Cij +——k2Q

Levando-se em consideraclo a resisténcia & transferéncla de massa externa ¢

considerando regime permanente:

Rs=j=K(C-Cs) (3.22)
Para um reator de leito fixo tem-se:
Nsh 2
]= (Nge)?
NpeNs, 05 (3.23)
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onde:

. Kd
Nan :‘““““_'B
Dv (3.24)

e D é a difusividade molecular da lisozima.

Segundo YOUNG et alii, citado por LIAPIS et alu ( 1989), a difusividade
molecular da lisozima pode ser obtida pela seguinte expressio:

D =8,34x10° T (3.25)

(e

onde:

T - * é a temperatura absoluta (300 K)
I - é a viscosidade da soluglo que contém o adsorbato (Kg/mh)
M - * & o peso molecular da enzima ( avaliado em 14400)

* De acordo com LIAPIS et alii (1989).

H
N, =
%~ By (3.26)
d
Np, -:-""; b (3.27)

. K| u 7
J=“(*—] (3.28)
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Isolando o coeficiente global de transferéncia de massa (K) tem-se:

_%'
. l#H
K=j}v [};5] (3.29)

De acordo com a correlagio de DWIVEDI & UPADHYAY { 1977) para
Ng, <10

-, T2
;. L1068 (p v dp)

. p (3.30)

Substituindo-se a correlagio acima na expressdo do coeficiente global de
transferéncia de massa:

- -2

11068( pvdp) " 1 ) .

K=v ou 5¢j4,
£ H pD

1,1068 -2

K= vl (g, o) 6:31)

£

Retornando-se as equagBes (3.10) e (3.22) para obter a expressdo da
concentragio na superficie da resina:

—%—%x[kl(}s (Qm-0Q )wsz]“(“Eﬂ (3.10)
j=K(C-C9=Rs=- 2% <[k, (@ = Q) k0] 52 (3.22)
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Assim isolando-se Cs:

1~&
c Kci,j + k2Qi,j ——m( p 1
8 1= (3.32)
> 1-¢
K + kI(Qm 'Ql, J)'(’“__T“)'
&
e substituindo equacio (3.32) na equagio (3.9) obtem-se a equagao:
(1-¢)
aC  oC 8%C KC+kQ2—=
S -;?—ZJFE;Z—#K C- s (3.33)
ko957

Portanto a equagio geral assume a seguinte expressdo:

al. , .~y C

+y C. i1

@ Gy tP G T YT i1t

-, A-&)| Qa -2y -p+8)
{5_[“ : l‘x(Qm'Qi,jﬂ}'Ci,j*szi,j . [ ” +1} (3.34)
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO:

Este trabalho apresenta um modelo matematico do processo, com resolugdo
numérica baseada nos métodos de Crank-Nicholson e Runge Kutta de quarta ordem,
para coluna de adsorgo. Foi dividido em trés etapas principais que sdo o ajuste do
modelo, analise paramétrica e predigio da ampliagdo de coluna.

Os pardmetros operacionais e cinéticos, foram obtidos do artigo de CHASE
(1984-a) para purificagio de lisozima em gel sepharose e ligante Cibacron Blue e séo
apresentados na Tabela 4.1.

TABELA 4.1: Valores dos pardmetros utilizados nas simulages do modelo proposto:

L = (14, 41,66, 104, 161)x 103 m
g = 04e05%

= 0,0Im

7,1x10°3 mol/m?
Qm = 8.8x10-1 mol/m?
k; = 1000 m?/(mol h)
ky = 18/h

D = 2,9x109 m¥h**
dp = 3,8x109m ***
E = 1,ix104 m?*h

v = 8§ 1x10-1m/h

!
)
il

* Valores estimados.
#¥ YOUNG et alli, citado por LIAPIS et alii (1989},
=+ HHORSTMANN ct alii {1986).
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IV.1 - Primeira Etapa: Ajuste do Modelo

Como primeira etapa, foram realizadas simulagdes, com a finalidade de ajustar

o modelo matematico proposto aos dados experimentais da literatura tendo como

parametro de ajuste a porosidade. O fato de se ter tomado a porosidade como

parimetro de ajuste se deve a ndo existéncia deste valor nos artigos de CHASE (1984).
Os valores de porosidade utilizados nas simulagdes foram 0,4 € 0,5. O valor inicial de
porosidade igual a 0.4 foi baseado no artigo de ARVES & LIAPIS (1988), depois o
valor de 0,5 foi uma aproximagdo da porosidade utilizada por LIAPIS et alii (1989) de
valor igual a 0,46 na adsorgdo bioespecifica de lisozima. As Figuras 4.1 a 4.5 abaixo
mostram as curvas de saida "breakthrough" para os diferentes comprimentos de coluna

utilizando um valor de porosidade igual 2 0.4

100 = o
R
080 -4 ¥
*
¥
*
0.60 —
.
o
8 -
-
0.40 -
i ¥ Dados Exper.
* —eeeme— - Giulagio
028
i
i
2
o.e0 - . i . ! !
0.00 5.0 10.00 15.00 20.00 25.00
TEMPO (HORAS}

FIGURA 4.1: Comparagio da curva de "breakthrough” simulada da coluna de
adsorcdo de comprimento 14 mm ¢ porosidade 0,4 com os dados experimentais.
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FIGURA 4.2: Comparagdo da curva de "breakthrough" simuladada coluna de adsorgdo
de comprimento 41 mm e porosidade 0,4 com os dados experimentais.
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FIGURA 4.3 Comparacio da curva de "breakthrough” simulada da coluna de
adsorgio de comprimento 66 mm e porosidade 0,4 com os dados £xperimentais.
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FIGURA 4.4: Comparagio da curva de "breakthrough” simulada da coluna de
adsorciio de comprimento 104 mm e porosidade 0,4 com os dados experimentals,
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FIGURA 4.5: Comparagic da curva de "breakthrough” simulada da coluna de
adsorgio de comprimento 166 mm e porosidade 0,4 com os dados experimentais.
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COWAN et alii (1986) utilizou como parametro de ajuste o valor da quantidade
méaxima de adsorcio da resina e velocidade superficial. Neste caso houve uma
diminuicdo de 4% no valor da quantidade maxima de enzima a ser adsorvida pela
resina (Qy), proporcionando o ajuste do modelo, ¢ um aumento na velocidade
superficial que afeta o tempo de saturagio. HORSTMANN & CHASE (1989) também
ajustaram o modelo proposto com os dados experimentais através do parametro de Qm
em analise de adsorgdo, em leito fixo, de imunoglobulina G em Sepharose.

Neste trabalho, no entanto, langou-se mao do pardmetro porosidade por este nio
ter sido citado no trabalho de CHASE (1984) e portanto o valor de 0,4 foi uma

estimativa inicial,

Um novo valor de porosidade foi verificado, realizadas as simulagdes para os
diferentes comprimentos de coluna de adsor¢do, mantendo-se os outros pardmetros

constantes,

A Figura 4.6 mostra as comparagdes entre a curva simulada para a porosidade
do leito (£) igual a 0,5 e os dados experimentais. Houve uma boa concordéncia, com
exceclio da coluna de 66 mm que apresentou uma pequena discrepéncia. A curva com
os dados experimentais se mostra mais inclinada do que a curva simulada.

COWAN et alii (1986) também obteve a mesma discrepancia para a cohuna de
adsor¢io de 66 mm usando um programa computacional denominado Facsimile. Este
programa foi desenvolvido para solucionar equagdes diferenciais do balango de massa
para predigdo de processos de adsorgdo ¢ tem demonstrado ser robusto e confiavel. A
Figura 4.7 compara os resultados das curvas simuladas através do modelo proposto
neste trabalho e o de COWAN et alii (1986) com a curva dos dados experimentais.
Esta discrepancia pode ser devido a ocorréncia de canais preferenciais dentro da

coluna ou adsor¢do ndo-especificas.

O valor da porosidade do leito na coluna de adsorgdo, igual a 0,5 forneceu boa
concordincia, sendo portanto mantido como referéncia nas simulagSes das etapas

seguintes.
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FIGURA 4.6: Curvas de "breakthrough™ das cofunas de comprimento 14, 41, 66, 104
¢ 161 mm, da esquerda para a dircita respectivamente, ¢ porosidade 0,5 comparadas

com as curvas dos dados experimentais.

1.00 - —
Foe
| *
.
Poa
0.80 - >
o
¥
x
080
-
Q
Py 7 b
040 —
-
-4 ————  Modele prop.
Prop.Cowan
0.20 k.
o i  Dados Exper.
E o
x
Q.00 T Fil & ! 7 | T 7 T "
0.a0 5.00 16,00 15,00 20.00 25.00
TEMPO {HORAS)

FIGURA 4.7. Curvas obtidas pelo modelo proposto, de COWAN {1986) atraves do
Facsimile ¢ dos dados experimentais para coluna de adsorgdo de comprimento 66 mm.
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IV.2 - Segunda etapa: Analise Paramétrica

A modelagem e simulagfo torna possivel estudar o efeito de alteragdes nos
pardmetros operacionais e cinéticos do processo €, com isso possibilitar uma anélise do
comportamento do sistema através das respostas obtidas ou, em outros termos, uma

analise paramétrica.

A andlise paramétrica foi realizada com intuito de verificar a influéncia de cada
parimetro, com uma variagio de 25 % superior ao valor na referéncia (Tabela 4.1),
através do fator sensibilidade. No calculo da sensibilidade, a eficiéncia da coluna de
adsorcéio foi considerada o parimetro de saida e os pardmetros de entrada considerados
estio na Tabela 4.2. A referéncia adotada, nesta etapa, foi a coluna de adsorgio de 104

mit:.

TABELA 4.2: Valores dos parimetros com umia alteragdo de 25 % superior, a0s
pardmetros de referéncia, utilizados para a analise paramétrica da colna de

adsorgio:

L = 0,13m

g = {3,625

6 = 1,25x10?m

Co = £9x103 mol/m?
Qpn= 1,1 mol/m3

ky = 1250 m3/(mol h)
k2 = 2,25/h

D = 3,625x10%m?h

dp = 4,75x105m

E = 1375x10* m?h
v = 1,0125x10' m/h

As Figuras 4.8 a 4.15 mosiram os resultados obtidos para estes experimentos.
Nestas figuras estiio graficados as curvas simuladas consideradas como referéncia e as
oriundas do modelo com uma variagio de 25% superior nos pardmetros considerados

como padrio e os dados experimentais,
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FIGURA 48: Comparagio entre as curvas do modelo proposto, dos dados
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FIGURA 4.10: Comparacdo das curvas de "breakthrough” do modelo proposto, dos
dados experimentais ¢ do modelo com uma variagio de 25 % na porosidade {e) da

coluna.
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FIGURA 4.11: Comparacio das curvas de "breakthrough” do modelo proposto,
modelo com uma variagao de 25% constante cinética k| ¢ dos dados experimentais.
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FIGURA 4.12: Comparacio das curvas de "breakthrough” do modelo proposto, do
modelo com uma varacio de 25 % na constante cinética ky ¢ dos dados

experimentals.
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FIGURA 4.13: Comparagiio das curvas de “hreakthrough” do modelo proposto, do
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FIGURA 4.14: Comparagio das curvas de"breakthrough” do modelo proposto, do
modelo com uma variagio de 25 %, superior, na velocidade superficial (v} ¢ dos
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FIGURA 4.15: Comparagiio das curvas de "breakthrough” do modelo proposto, do
modalo com variagio de 25 % po didmetro da coluna (8=125x102 m) ¢ na vazio
volumétrica (V= 4,97x10% m3/h) ¢ dos dados experimentais, (para © modelo

proposto e o mesmo com alteragio no didmetro da coluna as curvas s&o

comcidenics),
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L interessante notar nestas figuras que ao s¢ alterar algum par@metro, na
maioria dos casos, ocorre uma alteragio no tempo de resposta, mas praticamente a
forma das curvas niio se alteram, podendo estas serem consideradas paralelas. Isto
implica que a operagdo da coluna ndo € afetada consideravelmente com a alteragéo dos
parimetros, pelo menos na magnitude em que foi efetnada esta alteragio (25% superior
aos pardmetros considerados como referéncia).

Para uma anélise mais criteriosa, definin-se a eficiéncia da coluna, como

explicado na seg30 a seguir.
[V.2.1 - Cdleulo da eficiéncia da coluna

O desempenho da coluna foi analisado com base no conceito da eficiéncia, que
¢ definida pela razdo da quantidade de enzima retida pelo leito sobre a quantidade de
enzima aplicada no leito, ou seja, quando ocorre a saturagio do leito. A escolha
arbitraria do valor de C/Co, da curva de saida "breakthrough”, no processo adsor¢ao
foi de 0,1. Neste ponto que se pode calcular a quantidade de enzima retida na coluna

através da equagao:
Q. =CoV,t (4.1)

onde:
o tempo (t) é o correspondente quando atinge-se um valor de 0,1 da razéio de C/Co.

Depois de realizadas as simulagdes para a variagdo de 25% em todos os
pardmetros, pode-se calcular a eficiéncia com base na quantidade de enzima adsorvida

na cohma.
A eficiéncia foi estabelecida da seguinte forma:

Qads (CHCa=8,1)

¢ e
Qi cico= 1 (4.2)



onde o valor de Q. o0ty € Qussicico=n) 530 definidos, respectivamente como:

Quss (CICo=01) Co V3 teicomo (4.3)

OiCo=0 CO

CiCa=1
C(t
Qs oo = COValeycon = V{ J' _L')“dt} (4.4)

O calculo da integral foi feito pela integraciio numérica por pontos.

Os valores de Qo » Teferentes a coluna de comprimento 104 mm,
utilizados no calculos da eficiéncia estdo na Tabela 4.3, ¢ os valores das eficiéncias
calculadas para cada parfmetro com o respectivo tempo de saturagfo da coluna sdo
mostrados na Tabela 4.3.

Analisando a terceira coluna da Tabela 4.3, que contém os resultados de
eficiéncia como definido pela Equagio 4.2, verifica-se que pouco se altera estes
valores com a alteragiio dos parimetros, como ja se podia prever a partir das Figuras
48a415.

A partir destes resultados pode-se dizer que as operagdes com colunas de
cromatografia de afinidade sdo bastante estaveis, ndo estando sujeitos a grandes 1iscos,
salvos, evidentemente, s¢ OCOITErem erros graves de manipulacfo.

No entanto, é valido analisar o fator de sensibilidade descrito no item a seguir,
cujos valores estdio expressos na quarta coluna da Tabela 4.3.



IV.2.2 - Fator de sensibilidade dos parimetros:

A sensibilidade de um sistema, como um conceito geral, refere-se a uma
alteragiio na varidvel de saida que pode ser atribuida a uma variagio em um dos
parimetros do sistema. Como uma medida, a sensibilidade tem um valor muito
significativo para a engenharia pois permite predizer possiveis alteragfes na saida do
sistema. O seu calculo ¢ baseado numa predigio de um modelo face a mudangas nos
parametros de uma coluna em operacao.

O fator de sensibilidade tornom-se muito importante, especialmente em
processos de reciclos, que sdo pProcessos nos quais existe a possibilidade de um
pardmetro de saida ter influéncia sobre ele mesmo, segundo HIMMELBLAU &

BISCHOFF (1968).

Apbs a realizacio das simulagdes, foi feita a quantificagiio nos parametros de
entrada ( L, Co, E, K, k1, k2, v, dp, 8, £, D) e no parimetro de saida, ou seja, a
eficiéncia da coluna de adsorgdo (¢ ).

O fator sensibilidade (8) foi calculado como a razdo entre a variacio em
porcentagem dos pardmetros de entrada e a variagio em porcentagem do pardmetro de
saida. Este fator representa o ganho ou perda no estado estacionario, definido como:

valor obtido da variavel de saida - valor da varidvel de saida nas condichies de referéncia
valor da varidve] de saida nas condicdes de referéncia

S =
valor alterado (25 % ) varidvel de entrada - valor da variavel de entrada nas condicdes de referéncia
valor davariavel de entrada nas condigfes de referéncia

Os valores calculados do fator sensibilidade para cada parametro alterado estdo
na Tabela 4.3,

Como exemplo, mostra-se abaixo o calculo do fator sensibilidade para a

porosidade:
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_A¢ _ (96,01-97,43)/9743

=L = = -5830x107
Ae  (0,625-05)/05

Neste caso os valores de ¢ e & foram retirados da Tabela 4.3 e Tabelas 4.1 ¢
4.2 respectivamente.

Os dados de fator sensibilidade podem ser interpretados como 2 porcentagem de
variagdo na varidvel de saida (a eficiéncia) para 1% de variagdo de entrada. No
exemplo acima, para a porosidade, tem-s¢ que a eficiéncia diminui 0,05 % para cada 1
% de aumento na porosidade do leito.

IV. 2.3 - Anilise dos Resultados Obtidos:

Através dos resultados das simulacdes, na Tabela 4.3, para analise paramétrica
verificou-se que os pardmetros K, dp, D, 6 ¢ E quando alterados 25%, em relagdo a
referéncia, apresentaram os mesmos resultados (¢ e S ) da curva de "breakthrough” da
coluna de comprimento 104 mm com os pardmetros considerados padrfo, ou seja, fator
de sensibilidade nulo. Em outras palavras, a alteragio destes pardmetros, pelo menos
até uma magnitade de mais ou menos 25%, ndo altera em nada o comportamento da

coluna.

Estes resultados podem parecer surpreendentes principalmente 0o que tange a
alteracio do coeficiente global de transferéncia de massa da pelicula (K). E de se
prever que com o aumento de K a resisténcia na pelicula diminua e portanto melhora a
transferéncia de massa e velocidade de reagio na superficie. No entanto, ha de se
considerar os aspectos da limitagdo do processo como descrito no capitulo 1L
Analisando mais proximamente este aspecto e tomando o ntimero de Damkéhler
adaptado para a transferéncia de massa externa em coluna de adsorgdo, como descrito
pela Equacdo 4.5, e substituindo os valores dos parimetros de velocidade de reaglo ¢
velocidade de transferéncia de massa, obtém-se 1x10 para o nimero de Damkéhler.
Ou scja, a ctapa de reagdo quimica ¢ amplamente limitante neste processo, o que
explica portanto o resultado obtido.
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O caleulo do nimero de Da é dado por:

Do = K Qu Co/Kd (4.5)

[K/c;pzj

Por outro lado, o fato do coeficiente de dispersio, néo influenciar no
comportamento da coluna, mosira que a coluna opera proximamente a um reator

tubular ideal.

No caso do aumento no didmetro da coluna ndo ha alteragio na eficiéncia, mas
por outro lado, favorece muito o aumento da quantidade de adsorbato retido pela
coluna, para um mesmo tempo de saturagio que a referéncia.

Para comprovagdo dos efeitos de K ¢ E, ou seja a influéncia dos parimetros
relativos A resisténcia de transferéncia de massa externa e o fator de dispersfo axial
foram feitas as seguintes consideragdes nas seguintes simulagGes:

Simulagdo 1: Fi=0
Simulagfio 2: E=0
Simulagdo 3: Fj=0 ¢ E=0

Sendo Fj = ( 2a - 2y - B + 8 J/K, portanto quando:

Fj= 0 consequentemente K- o

Novamente foram obtidos os mesmos resultados da simulagio da coluna de
comprimento 104 mm, considerada padrdo de referéncia, comprovando que a
resisténeia 4 transferéncia de massa externa assim como a dispersdo axial podem ser
negligenciadas neste modelo proposto para ¢ processo de adsorcdo.

A porosidade, a velocidade superficial e k; quando alterados 25% em relag8o ao
padrio apresentaram uma sensibilidade negativa, que representa uma perda na
eficiéncia da coluna. Para os dois primeiros pardmetros quando aumentados diminuem
o tempo de conmtato entre o adsorbato ¢ o adsorvente, por esta razdo s8o mais
significativos do que a perda na eficiéncia fornecida pela constante k.



A concentragiio inicial, comprimento, quantidade méxima de adsorclio ¢ a
constante k, quando alterados 25%, em relagio ao padrdo, apresentaram wuma
sensibilidade positiva, que representa um ganho na eficiéncia da coluna de adsorgdo.
O aumento no comprimento da coluna ndo é muito recomendado, pois o tempo de
saturagio aumenta muito em relacdo aos outros pardmetros e 4 propria referéncia,
apesar de apresentar uma eficiéncia maior. O mesmo ocorre Com o 2umenio da
quantidade maxima de adsor¢do (Qm). A constante k;, que favorece a formagio do
complexo adsorbato-ligante, fornece uma eficiénca maior entre os parametros
analisados, juntamente com a quantidade méaxima de adsorgdo, mas com um tempo €
quantidade de adsorbato retido pelo leito aproximadamente igual a referéncia.

Portanto, no que tange a0s aspectos operacionais e geométricos, passivels de
serem manipulados, é recomendavel trabalhar em concentragdes relativamente altas da
enzima e com comprimentos maiores. No entanto depara-se com um problema que ¢ a
fragilidade das resinas utilizadas em afinidade, que ndo suportam pressoes altas
limitando o comprimento da coluna. Uma solug@o ¢ a operagéo com colunas pequenas
dispostas em série.

Os pardmetros Qp € k;, que favorecem o processo quando aumentados,
dependem intrinsicamente da interagdo adsorbato-adsorvente ¢ ndo ¢ sujeito 2
manipulagBes, salvo na etapa de selegiio da resina ¢ de escotha das condigbes de
operacio (pH, temperatura, forga idnica, etc). Deve-se escolher a resina e as condigles
que favoregam o aumento de Qg ¢ k; e/ou a diminuigio de k,.

A produtividade também estd relacionada com a velocidade superficial,que é
um dado dos fabricante. Seu aumento ndo deve ultrapassar o limite estipulado pelo
fabricante, com riscos de provocar perda de carga excessiva resultando em
compactagio de leito e formagio de canais preferenciais. A velocidade superficial esta
relacionada com o binémio eficiéncia ¢ produtividade; ou seja, quanto maior o seu
valor ocorre uma perda na eficiéncia e um ganho na produtividade. Um valor de
compromisso tem de ser estabelecido levando em conta, inclusive, fatores de economia

de escala.
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TABELA 4.3: Valores da cficiéncia do modelo proposto com pardmetro alterado
(25% superior) com o respectivo tempo de processo, analise do fator sensibilidade ¢ a
produtividade para cada parmetro do processo, comparados com o modelo proposto
para a coluna de comprimento 104 mm (p =9743 ¢ t= 13,35 horas ).

Pardmetros
Parimetros Quas (C/Co=1) Modificados S P
(+25% )
{mol enz) i) Tempo
{horas)
porosidade (¢ ) 2,157x10°° 96,01 3,33 -583x102  2,59x1077
concentragio inicial 2,990x1072 97,63 1,13 +810x10%  2,69x1077
(Co) (mol/m™)
comprimento (L) 3,577x10°6 97,97 16,60 +222x102  2,15x1077
(m}
velocidade superficial 2,85x10°6 96,98 1074 - 1,85x102  2,65%10°77
(v) (m/h)
constante de dispersdo 2.851x10°0 97,43 13,35 0 2,13x1077
(B) (m2/h)
diametro da coluna 4,460x30°0 97,43 13,35 0 3.34x1077
&) (m)
constante de taxa (k;) 2.968x10° 98,07 13,70 +263x102  2,16x10°7
(ol h)
constante de taxa (k) 2,721x10°% 97.41 12,74 -821xt04  2,14x107
(Vh)
quant. méx. adsorvida 3,552x10°0 98,00 16,43 +2,34x107%  2,16x1077
(Qyy) - (mol/m?)
difusividade (D) 2 861x100 97,43 13,35 0 2,14x1077
(m2/)
coeficiente global de 2.861x100 97,43 13,35 0 2,14x1077
TM (K} - (mv/h)
diametro da resina 2,861x10°6 97.43 13,35 0 2.14x10°7

(dp) (m)

Coluna de ©=10mm ¢ 1= 104 mm

P = Produtividade (mol enz/h)
§ = Fator de sensibilidade
Qads(cico=1) = Quantidade de enzima adsorvida na resina
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IV.3 - Terceira etapa: Predi¢io da ampliacio de escala da coluna de adsorcio:

O desenvolvimento da ampliagio de escala de processos cromatograficos por
afimidade, utilizando a tecnologia das colunas empacotadas, geralmente comega com 08
estudos em escala de laboratorio, passa entdo pela escala piloto € em seguida para uma
escala de produgdo industrial propriamente dita.

Neste processo de ampliagdo de escala, a parte inicial de Iaborat6rio é muito
importante para o conhecimento fisico € quimico do processo de adsor¢do, ou seja, €
nesta etapa que se obtém a faixa de operagfio dos parametros.

O objetivo da ampliagio de escala segundo VOSER (1985), citado por
COWAN et alii (1987), na adsorgdo ou processos cromatograficos ¢ obter ¢ mesmo
rendimento e qualidade do produto no mesmo periodo de tempo na escala de
laboratorio, piloto € industrial.

Um método comumente usado, adotado por VOSER (1985) e PHARMACIA
(1985), citado por COWAN et alii (1987) para determinar a altura do leito e
velocidade linear ou superficial da coluna a partir da escala de laboratorio é manter
estes parmetros constantes na ampliagio de escala. Portanto a altura do leito €
mantida constante ¢ o volume da cohma ¢ aumentado através do didmetro, a
composi¢io da alimentagdo ¢é mantida constante, ou seja, o pH, a viscosidade,
concentracio inicial e a forca idnica.

No entanto, estes procedimentos adotados sdo puramente empiricos, demandam
muito tempo e apresentam alto custo. E por este motivo que a modelagem e simulagdo
do processo podem ser instrumentos valiosos, permitindo a andlise do funcionamento
das colunas, nos diversos niveis, sem se recorrer a experimentos praticos. O resultado
seria uma redugfo drastica de recursos ¢ ganho de tempo.

Desta forma estabeleceu-se realizar simulagdes em colunas industriais, a partir
dos dados cinéticos obtidos em escala de laboratério a fim de prever o comportamento
do sistema em diferentes situagdes praticas.
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A predigio da ampliago de escala da coluna de adsorgdo foi feita de acordo
com as colunas industriais da PHARMACIA( b- Bioprocess media } cujos pardmetros

estdo na Tabela 4.4;

TARELA 4.4: Os valores dos parimetros para uma escala de produgdo industrial

segundo a Pharmacia:
Didmetro da coluna Comprimento da coluna Velocidade superficial
{cm) {cn) {cr/h)
50
10 73 100
20 95

O diametro da particula da resina (dp), porosidade (£) e os outros pardmetros

nio foram alterados.

A Figura 4.16 mostra as simulagbes das curvas de saida da coluna
"breakthrough” para os trés diferentes comprimento proposto pela literatura;

1.00 ; £ i
: ; i
1=050m | j
L e L2075m
0.80 L e {=0,95m
: i
:
050
i
5 i
O i
—_— i i
© ;
i
040 — !
i
i
i
Q.20 -
1
0.00 — . - _ __
40.00 50,00 £0.00 70.00 80.00 80,00

TEMPO ( HORAS)

6: Predicio das curvas de "breakthrough” através das simulagGes para os

Figura 4.1
ara escala de produgio industrial.

trés diferentes comprimento de coluna de adsorgdo p
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TABELA 4.5 Valores da quantidade adsorvida, quando ocorre a saturagdo da coluna
de adsorcdo, para os trés diferentes comprimentos de colunas para a produgdo
industrial com o respectivo tempo, didimetro, eficiéncia ($) e produtividade (P):

Comprimento Qads (C/co=1) Tempo Produtividade (P)
da coluna (horas) $ {mol/h)
{m) 8=0,Im 8=02m 5=0,1m 6=0.2 m
0,50 1.360x10°  5.440x10° 50,18 9912  2.7ixi0-%  1,08x10°4
0.75 2,041x10%  8,164x103 7700 9927 2,65x10°5  1,06x10%
0,95 2.313x103  9,253x10°3 8427 9938  274x10°  1,09x10

E interessante notar nos dados da Tabela 4.5 que o efeito do aumento no
comprimento da coluna é levemente benéfico em termos da eficiéncia, porém pouco
altera na produtividade. No entanto, o didmetro tem influéncia decisiva no aumento da
capacidade de retengo sem perdas na eficiéncia. Hi o dado do tempo que €
importante ¢ deve ser levado em consideragio quando o produto sofre desnaturagdo
rapida. Nestes casos quanto menor O empo melhor seria o rendimento final da

purificagéo.
IV.3.1 - Andlise paramétrica da predi¢io da ampliacio de escala

Para esta etapa do trabalho foi escothido o comprirmento da coluna intermedidria
de 75 cm e o didmetro de 10 cm considerando a mesma variagio nos pardmetros de 25
% superior em relagdo aos pardmetros obtidos da literatura.

O intuito desta etapa é verificar se na escala industrial ocorre as mesmas
alteracSes da escala de bancada, ja realizadas na etapa anterior.
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1V.3.1.1 - Caleulo da eficiéncia da coluna e cilculo do fator sensibilidade

Foram realizadas as simulagdes para os respectivos pardmetros da Tabela 4.6, e
entio foram feitos os calculos da eficiéncia e do fator sensibilidade segundo os topicos
V2.1 e IV2. A Tabela 4.7 mostra os resultados obtidos para cada pardmetro

alterado.

TABELA 4.6: Valores dos parametros utilizados, nas simulagtes com o modelo
proposto, para uma predigio de ampliagdo de escala:

L = 9375x10lm

= 0,625

1,25x10- 1 m ¢ 2,50x10lm
Co = 89x103 mol/m?
Qp= 1.1mol/m?

ky 1250 m3/(mol h)
k2 = 2,25/}1

D = 3,625x10% m?h
dp = 4.75x10° m

E = 1,375x10% m%h
v = 1,25m/h

D o,
f

i

As Figuras 4.17 a 4.20 mostram as curvas de predigio da ampliagio de escala
comparadas com a curva dos dados experimentais, onde novamente s¢ observa que as
variagdes se ddo mais no tempo e menos na forma das curvas, sendo estas praticamente

paralelas em cada experimento:
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FIGURA 4.17: Comparagdo da predigdo das curvas do modelo proposto ¢ modelo
com variagio de 23 % nos pardmetros concentragdo de enzima da alimentagio {Co} ¢

porosidade do leito (€).
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FIGURA 4 18: Comparagio da predi¢io das curvas do modelo proposto ¢ do modelo
com variagdo de 25 % nos parametros constantes cindticas ki ekp.
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FIGURA 4.19: Comparagio da predi¢io das curvas do modelo proposto ¢ do modelo
com variagio de 25 % nos pardmetros veloctdade superficial (v} e comprimento (L).
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FIGURA 4.20: Comparagdo da predicdo das curvas do modelo proposto e do modelo
com uma varigio de 25 % na quantidade maxima de adsor¢do da resina (Q) e
didgmetro da coluna (8 ). {(para o modelo ¢ alteragio no didmetro da coluna as curva

s#0 comcidentes).
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1V.3.2. - Anglise dos Resultados Obtides:

Através dos resultados das simulagdes, Tabela 4.7, a andlise parameétrica
mostrou-se que os pardmetros K, dp, D, 6 e E quando alterados 25%, em relagdo a
referéncia, apresentaram os mesmos resultados (¢, 8) da curva da coluna de 0,75 m
com os parametros considerados padrdo, como ja ocorridos na escala de laboratorio.

Como 1o item [V.3.2 fez-se a comprovagio dos efeitos de K ¢ E, ou seja a
influéncia dos parimetros relativos a resisténcia de transferéncia de massa externa ¢ o
coeficiente de dispersdo axial. Foram feitas as seguintes consideragdes nas
stmulagies:

Simulagio 1: F=0
Simulagdo 2. E=0
Simmlagédo 3: Fj=0 ¢ E=0

Sendo Fj = ( 2a - 2y -p + 8 )/K, portanto quando:
Fj =0 consequentemente K —

Novamente foram obtidos os mesmos resultados da simulacio da coluna de
comprimento 0,75 m, considerada padréo de referéncia, comprovando que a resisténcia
3 transferéncia de massa externa pode ser negligenciada para este processo, mesmo em
escala industrial de adsorgdo.

Na predigio de ampliagio de escala o comportamento da coluna mediante a
analise paramétrica foi similar ao da coluna de comprimento 104 mm com excegdo da
quantidade méxima de adsorgdo, que apresentou uma sensibilidade pequena e
negativa. Portanto as mesmas consideragbes poderiam ser feitas neste caso. E
importante frisar novamente o aspecto de ampliagiio no sentido do comprimento da
coluna, pois ganha-se eficiéncia neste caso, embora o ganho seja muito pequenoc.
Porém, como ja mencionado anteriormente, a pratica na ampliagdo de escala de
colunas de afinidade é no sentido do didmetro e ndo da altura. Parece que a
combinagdo das duas dimensdes seria o ideal. Deve-se considerar entretanto que o
tempo de processamento aumenta ¢ isto pode ser danoso para certos produtos.
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Quanto & ampliagio referente ao didmetro das colunas, existe um ganho de
produtividade, sendo que os outros pardmetros ndo sao afetados.

TABELA 4.7: Valores da eficiéncia do modelo proposto com parimetro alterado {25%)
com o respectivo tempo de processo, analise do fator sensibilidade ¢ produtividade para
cada parimetro do processo comparado com o modelo proposto para coluna de
comprimento 0,75 m ($ = 99,27 ¢ t =77 horas ).

Qads (C/Co=1) Parémetros Sensibili- Produtividade
: Coiunaclndustnal Modificados dade das
I=0,75m (+25%) (8) calunas
Parfmetros
' 8=0Im 0O=02m ¢ Tempo 6=0,1m 8=02 m
(horas)
porosidade (¢ ) 1545103 6,16x10 99,06 4596  -8,46x10°3 3,35x10°  1,34x10%

concentragio imicial  2,13x1073  8.51x107 9929 6431 +8.06x104  331x10°5  1,32x1074
(Co) (mol/m>)

comprimento (L) 2555103 1,02x102 9933 98,05  +2,42x1073 2,57x10°  1,04x10°4
(n)

velocidade superficial  2,04x103  8,16x107 99,20 60,76 ~282x10%  265x10°%  8,23x107
(v) (m/h)

constante de dispersdo  2,04x103 8163107 99,27 77,00 0 2,65x10%  8,23x10°3
®) (m?/h)

difmetro da colupa 3,19x103  1.28x102 9927 77,00 0 4,14x10°  8,23x107
®) (m)

constante de taxa (k) 2,11x103  846x103 9934 8027 +2,82x10°3 263105 8,51x10°0
(m3f'm01 h)

constante de taxa (ky)  L63x10°3  7,77x10°3 9925 7308 ~8,63x10°3  2,23x10°5  1,06x107*
(/1)

quant. mdx. adsorvida  2,55x10°3 10IxI0°3 9926 9583 -4,02x10% 3.32x10°5  1,06x10°
(Qu) - (mob/m?)

difusividade (D) 2,04x103  816x107 9927 77,00 0 2,65x10°  1,06x107%
(m?/h)

cocficiente global de  2,04x1073  8,16x10°7 99,27 77,00 0 2.65x10°  106x10%

T™M (K) - (m/h)

didmetro da resina  2,04x10°3  816x10°% 99,27 77,00 0 26551075 1.06x10°4
(dp) (m)

Qads (1=0,75meB =0,1m) = 2,04x103 mol enz ¢
Qads (10,75 me6=02m)= 8,16x10-3 mol enz
P(produtividade) = mol enz/h
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V - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem que sejam tiradas as
seguintes conclusdes:

-0 aplicativo desenvolvido consistindo do método numérico das diferengas
finitas implicitas de Crank-Nicholson para a resolucio da equago diferencial
parcial resultante do balango de massa na coluna, combinado com o método
numérico de Runge-Kutta de quarta ordem para resolugdio da equagdo diferencial
ordinaria representando a cinética de adsorgdo, mostrou ser confiavel e promoveu
bom ajuste em relagdo aos dados experimentais, usando a porosidade do leito
como fator de ajuste.

-0 estudo paramétrico e de sensibilidade usando a eficiéncia da coluna
como pardmetro de medi¢3o, mostrou que a operagdo da coluna de afinidade €
bastante estdvel ¢ que uma alteragio em até 25% pouco altera a eficiéncia da

coluna.

-dos estudos paramétricos pode se concluir ainda que a escolha e
preparagio da resina deve ser criteriosa para favorecer o aumento de Qp (a
quantidade méxima de produto a ser adsorvido por umdade de resina) ¢ as
condicBes de adsorgdo (pH, temperatura, tampéo, forga idnica, efc) devem ser
otimizadas previamente a fim de diminuir a constante de equilibrio K4 (igual 2
ky/k;), pois estes pardmetros influem na eficiéncia das colunas.

-um estudo de limitagdes do processo, mostrou que a coluna opera sob
limitagdo da reagfio bioquimica de afinidade, de forma que os problemas de
resisténcias 4 transferéncia de massa, assim como de dispersdo axial, podem ser
desprezados. O fato da dispersdo axial poder ser desprezada implica que a coluna
opera praticamente como um reator tubular ideal.

-no estudo de ampliagdo de escala, mostrou-se que a operagdo ndo ¢
afetada. A ampliagdo no sentido radial é bastante aceitivel por néo afetar a
eficiéncia do processo e aumentar a produtividade; no sentido longitudinal
também merece ser considerada, pois aumenta a eficiéncia da coluna.
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-2 modelagem e simulagio de colunas de adsorgiio por afimidade
mostraram ser instrumentos Gteis e poderosos de previsio do comportamento de
colunas tanto em escala de laboratério como industrial. Sua utilizagdo implica em
ganhos consideraveis tanto em tempo quanto em custos materiais.
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VI - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Fazer determinagdes praticas ¢ cinéticas do processo de adsorgio de outras
proteinas, levando em consideragio que as condigbes de adsorgio devem ser
otimizadas como indicadas neste trabalho.

Levantamento de dados praticos variando as condigdes de operagdo e
geometria da coluna para que se possa fazer uma comparacdo com o predito pelo
modelo e metodologia desenvolvido.
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