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NOMENCLATURA

C = Concentragio de cefalosporina C em solugdo, (mol/m3)
Co = Concentragao inicial de cefalosporina C em solug@o, (mol/m3)
Cs = Concentragdo na superficie, (mol/m3)
Cm = Concentragdo no meio, (mol/m3)
Dp = Difusividade molecular da cefalosporina C em solugéo, (m2/h)
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= Velocidade superficial, (m/h)
vV, = Vazio volumétrica, (m3/h)
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Im = Coeficiente estequiométrico

Termos gregos:

€ = Porosidade do leito,

€p = Porosidade da resina,

¢ = Eficiéncia da coluna

0 = Diametro da coluna, (m)
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RESUMO

No processo total de obtencdo de cephalosporin C, a purificagdo ocupa a segunda
etapa, sendo a primeira fase a produgdo em meio de cultura pelo fungo Cephalosporium
acremonium. O processo de purificagdo é efetuado em colunas de troca idnica. Neste trabalho
foi proposto um modelo matematico para descrever o comportamento do processo de
adsorgdo, obtido a partir de balangos de massa e equagdes cinéticas de adsor¢do por troca
idnica, determinadas previamente em resina XAD-2, levando em consideragdo a resisténcia a
transferéncia de massa externa e interna assim como a dispersao axial.

As equagdes analiticas descritivas do processo foram transformadas em algoritmos
numéricos aplicando os métodos numéricos de Crank-Nicholson para as equagdes diferenciais
parciais ¢ Runge-Kutta de 4* ordem para as equagdes diferenciais ordinarias.

O programa foi desenvolvido em linguagem Turbo-Pascal, para calcular a distribui¢do
de concentragio de cephalosporin na coluna, fase liquida e fase solida, com o tempo, usando as
equagdes numéricas.

Verificou-se as influéncias dos pardmetros cinéticos e operacionais na eficiéncia da
coluna, através de um estudo paramétrico, onde observou-se que a porosidade do leito,
concentracdo da cephalosporin e didmetro da coluna s3o os parimetros de maior sensibilidade.
Por outro lado, parimetros como Qm (capacidade maxima de adsorgdo), K1 e K2 (constantes
cinéticas de adsorg@o) devem ser otimizados previamente, através da escolha do adsorvente e
condi¢bes de adsor¢do adequadas.

Verificou-se que o comprimento da coluna e a velocidade superficial, quando
incrementados, melhoram a eficiéncia da coluna. Foi verificado que a dispersdo axial, €
desprezivel e que o aumento tanto da difusividade efetiva como do coeficiente de transferéncia
de massa, melhoram a eficiéncia do processo. Demonstrou-se igualmente que a coluna de
adsorgdo de leito fixo apresenta consideravel estabilidade, tendo em conta que nenhum
parametro afeta significativamente a operagio da coluna. Em outros termos, pode-se dizer que
a eficiéneia do processo € relativamente pouco afetada dentro da amplitude de alteragdo
efetuada dos pardmetros.

Com relagdo aos problemas de limitagSes do processo de adsorgdo dentro da coluna,
observou-se que este é limitado pela transferéncia de massa interna, ou seja a difusdo ¢ a etapa
limitante do processo.

Finalmente a resina XAD-2 utilizada neste estudo apresenta uma baixa eficiéncia,

sendo uma desvantagem de sua utilizagio na adsorgéo da cephalosporin C.



SUMMARY

In the “cephalosporin C” production process, the purification is the second step, after
the antibyotic been produced by Cephalosporium acremonium in submerged cultures. The
purification is carried on in jonic exchange columns. In this work a mathematical model to
describe the adsorption process is suggested. The model was obtained from a mass balance and
kinetic equations for ionic exchange adsorption, previously determinated in XAD-2 resin.
Resistance to the internal and external mass transfer and axial dispersion were also considered
in the model.

The analytic equations to describe the process were transformed to numeric
algorithms using Crank-Nicholson method for the partial differential equations and the 4
order Runge - Kutta method for ordinary differential equations. The computer program was
developed using Turbo Pascal language to calculate the distribution of cephalosporin in the
column as a time function, both in the liquid phase and in the solid phase.

The influence of kinetics and operation parameters in the column efficiency was
verified by means of a parametric study. It was observed that the main parameters were the bed
porosity, the cephalosporin concentration, and the column diameter. On the other hand, some
parameters as Qm (maximum capacity of adsorption), K1 and K2 (kinetics constants of
adsorption) must be previously optimized in terms of adsorbent selection and appropriated
adsorption conditions.

Tt was also verified that the increase in the column length and the superficial velocity
intrances the column efficiency. It was demonstrated that the fixed bed adsorption column is
stable considering that there is no critical parameter for the column operation. It was verified
that the axial dispersion is not significant, and the increase both in the effective diffusivity and
in the mass transfer coefficient gives a better process efficiency.

Tt was observed that the adsorption process limitation in the column is caused by
internal mass transfer, that is the diffusion is the process critical step.

Finally, the XAD-2 resin used in this work show low efficiency. Which is a
disadvantage in the cephalosporin C adsorption process.



Capitulo I - Introdugio

I- INTRODUCAO

Uma série de antibioticos obtidos por fermentagio de Cephalosporium acremonium ¢
organismos afins tem apresentado interesse consideravel pelos pesquisadores. Estes
antibidticos sio quimicamente relacionados com a penicilina, porém seu espectro
antibacteriano é distinto e, além disso sdo resistentes & penicilinase. Quando formulados com
" sais de amonio quaternario, adquirem uma vantagem adicional que € a agdo contra Salmonella
typhosa. Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que a estrutura basica pode ser isolada, do
mesmo modo que o 6 APA, na qual podem ser substituidos grupos funcionais para produzir
novas familias de cefalosporinas modificadas que possam se converter em produtos

importantes.

A importancia desse antibitico esta associada a alguns fatores tais como: forma de
acdo, visto que é designado para atuar em bactérias gram positivas e gram negativas,
resisténcia a baixos valores de pH e nio e degradado pela enzima penicilinase, produzidas por
bactérias. Esses fatores o diferenciam de um outro importante antibidtico p lactimico de uso
clinico, a penicilina, e caracterizam sua importincia no mercado de antibidticos.

A extragdo da cefalosporina C produzida por mutantes do fungo Cephalosporium
acremonium pode ser feita por cromatografia ou processos quimicos. Para a purificagdo de

cefalosporina C, uma das técnicas mais utilizadas ¢ a de adsorgdo cromatografica.

Uma das grandes limitagSes de técnicas normalmente propostas esta associada as
limitagSes para aplicagio em escala industrial, tais como operacionalidade do sistema e sua
ampliagio de escala. Normalmente os volumes envolvidos na produgdo sdo imensos € a
capacidade de adsorgdo é relativamente baixa. Assim, a escolha de um sistema de separa¢do no
projeto de um processo viavel e o adsorvente a ser utilizado sdo determinantes para a eficiéncia

e implantagido de um processo.

As técnicas de adsorgdo sdo utilizadas industrialmente com objetivo de concentrar
componentes especificos que se encontram em solugdo. Nesta técnica o produto de interesse
fica retido em um adsorvente sélido especifico. A cromatografia, amplamente utilizada em
processos industriais, tem como principio basico reagdes de adsorgio-desor¢do

cromatografica.



Capitulo I - Introdugiio

Segundo SPALDING (1991) os equipamentos para os processos de separagdo e
purificagio movimentam mundialmente um mercado anual de 1 bilhdo de dolares
aproximadamente, sendo que estas etapas (Separagdo e Purificagéo) podem representar até
90% do custo final de um produto obtido na fermentagdo. As vendas desses equipamentos
aumentaram em 20% na tltima década e devem continuar a crescer 20 a 25% por ano. Para
1995 estima-se que o mercado deve atingir 2,5 bilhes de délares. Por outro lado, espera-se
que o mercado de bioprodutos no ano 2000 estara em torno de 40-100 bilhGes de dolares,
HARRIRY(1989).

Os beneficios da Engenharia Genética, os progressos na tecnologia dos processos, a
automagio e controle e desenvolvimento de sistemas especialistas sdo ferramentas que
permitem a otimizago e estabilidade do rendimento e da produtividade de um processo, com
vistas a viabilizagdo de um produto no mercado. Atualmente, a preocupagdo com a escolha do
método mais conveniente (economicamente e tecnologicamente) para a separagdo ¢
purificagio dos bioprodutos despertaram nos pesquisadores o interesse na etapa pos-
fermentagdo. Entretanto, o estudo do controle das etapas de separagdo e purificagdo com
potencial em escala industrial ainda é uma area a ser explorada com poucos trabalhos

publicados.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um aplicativo computacional que
possa prever o funcionamento de uma coluna de leito fixo para a purificagdo de cefalosporina
C, usando a resina XAD-2. Para tanto a coluna serd modelizada levando em consideragdo a
resisténcia externa e interna a transferéncia de massa, assim como a dispersdo axial. Além
disso, um estudo paramétrico sera efetuado tomando como base o efeito de variagdo de
parametros cinéticos e operacionais na eficiéncia da coluna.



Capitulo II - Revisio Bibliogrifica

II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Antibiéticos

CRUEGER & CRUEGER (1984) descrevem os antibiticos como sendo produtos
provenientes do metabolismo secundario de certos microrganismos que tém como
caracteristica inibir o crescimento de outros microrganismos. A utilizagdo destes compostos
quimioterapicos esta associada a sua agdo antibacteriana em infe¢Ges em seres humanos e
animais, como pesticidas e fungicidas em setores agropecuarios. Sua classificagdo € feita
segundo seu espectro de agio antimicrobiana, cepa produtora, principais mecanismos de
atividade, rota biossintética e estrutura molecular (CRUEGER & CRUEGER,1984). Os
antibiéticos tém sua forma de ag3o em microrganismos em nivel molecular como inibidor da
sintese protéica ou interferindo no metabolismo dos acidos nucleicos e em nivel de parede

celular lesando a membrana citoplasmatica.

Fungos e bactérias sio os microrganismos sintetizadores dos antibi6ticos conhecidos.
De 10 antibidticos de importincia comercial produzidos por fungos, somente as penicilinas, a
cefalosporina C, a griseofulvina e o acido fusidico sdo clinicamente importantes.

Ainda segundo CRUEGER & CRUEGER (1984), a produgdo mundial de antibidticos
ultrapassa 100.000 toneladas por ano sendo que em 1980 as vendas atingiram 4,2 bilhdes de
dolares. Somente nos Estados Unidos foram comercializados cerca de 1 bilhdo de ddlares com
as cefalosporinas, penicilinas e tetraciclinas, que predominaram no mercado.

2.1.1 - Antibiéticos p-Lactamicos

Penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas sdo antibi6ticos peptidicos com estrutura
Gnica sendo muito utilizados no combate de doengas (CRUEGER & CRUEGER,1984). A
seguir sio apresentadas algumas caracteristicas desta classe de antibidticos clinicos, que
fornecem indicagdes para a escolha do processo de produgio e principalmente de purificagio.
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2.1.1.1 - Penicilinas

A penicilina é o antibiético mais amplamente utilizado sendo produzida por um
mutante do fungo Penicillium chrysogenum. O termo penicilina € genérico para todo grupo de
penicilinas naturais e semi-sintéticas. A estrutura basica consiste em um anel de tiazoldina,
ligado a um anel B-lactdmico que possui um grupo livre (Figura 2.1), ao qual denominou-se

acido 6 - amino penicilanico (6-APA).

R CONH H CH;

B CH
A 4C33

V4
0 N H/\ C-O-OH

)

Figura 2.1 - Acido 6-amino penicilanico. A: grupo amino livre (com radical

R);B:anel B-lactimico; C: anel tiazoldina.

Das penicilinas naturais, a benzil-penicilina ou penicilina G € a clinicamente mais util,
apresentando baixa toxidade e agdo contra bactérias gram-positivas e alguns cocos gram
negativos (Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrheae). Devido a sua baixa estabilidade
em meio 4cido, a benzil penicilina é destruida pelo suco gastrico, podendo ser utilizada em
pacientes somente por via intramuscular. Outros problemas associados ao uso da penicilina G é
o fato de ter seu anel B-lactimico rompido pela penicilinase produzida por alguns tipos de
bactérias e em alguns casos provoca reagdes de hipersensibilidade que varia de erupgdes

cutineas a anafilaxia imediata.

Todavia sua importincia esta no fato de ser matéria prima para produgdo de
antibioticos semi-sintéticos através da mudanga no radical que esta ligado ao grupo amino do
6-APA conforme mostrado pela Figura 2.1 (PELCZAR et al (1980), TOMAS ,1979).
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2.1.1.2-Cefalosporinas

A cefalosporina C foi descoberta em 1955 durante estudos de purificagéo de um
antibiotico hidrofilico, chamado cefalosporina N que é produzida em pequenas proporgdes por
um fungo de espécie Cephalosporium. A cefalosporina N, por apresentar uma estrutura
bastante parecida com a penicilina foi renomeada como penicilina N. A Figura 2.2 apresenta a
estrutura das duas espécies que podem ser encontradas no meio de cultura.

H S
a-AAA 6 " 2 _CH,
> CH,
4 3
V4 /AN
o N H C-O-O-H
PENICILINA N
S
a-AAANH_ ~ 21
6
5

V4
0 N 4/ 3" CH,0COCH,;

CO,H
CEFALOSPORINA C

Figura 2.2 - Férmula estrutural da penicilina N e cefalosporina C.
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A Figura 2.3 apresenta a formula estrutural das cefalosporinas com um anel
B-lactamico ligado a um anel de dihidrotiozina de seis carbonos no lugar do anel de tiazoldina

de cinco carbonos carateristicos das penicilinas.

Anel
Dihidrotiazina

Cadeia tAnel Beta
Lateral [Lactamico

' R
R,CONH 3
1 1\2_~ H2
7 6
P 5
0 N 4/ 3N CH,R,
CO,H
- >
CEFEM

Figura 2.3 - Esquema da estrutura das cefalosporinas.

As cefalosporinas sdo antibidticos amplamente utilizados. Sdo ativos contra muitos
microrganismos suscetiveis as penicilinas. As cefalosporinas de primeira geragdo sao
bactericidas eficientes contra muitos cocos gram-positivos e bacilos gram-negativos que
apresentam certa importancia clinica. As cefalosporinas mais resistentes sdo as de segunda e
terceira geragio, nio sendo atacadas pelas cefalosporinases produzidas por alguns

microrganismos gram-negativos.

Uma das principais caracteristicas das cefalosporinas ¢ o fato de serem bem menos
toxicas que as penicilinas, visto que 95% dos pacientes alérgicos a penicilina ndo apresentam
sintomas com relagdo a cefalosporina. A Tabela 2.1 apresenta uma série de estruturas de
importantes antibioticos cefalosporanicos (SMITH,1985).
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Tabela 2.1-Estrutura de alguns importantes antibidticos cefalosporanicos

RoR
RCONH——
of ™ CBR
C02H
Name Rl r RS Name R R R
i N —
Cephalothin m H OCOCH, Cefotiam *'—]-Cﬂr H i JN
s” Tty HN™S s
1 H CHy CHr N
Cephaloridine U H , @ Ceftazidime i_j_g oo .  CHr Nt
7 oy - ENg” NO(CH), n@ )
Cefazoli H N—-N CooH
elarolm N:u\ —
I “'ml- )l\ J\ Moxalactam ) 0CH3 u!...-.'.’
N= §7S7 o, HO
| $
Cefoxitin 7 OCH,§ OCONH; ( Origen in cephemring ) COoH tm -
tHy- Cephalexin @-Cﬂ- H H
CH 1
Cefamandole H N—N NH,
Q-EH- N Cefaclor " a
OH s '~( lH-
. o NB,
Cefuroxime
0 ) 1 g“m‘! H OCONH, Cephradine OC - -
! .
Cefotaxime N—rC~ " Ng,
s OCOCHy Cefrozadine
”l%‘ N-0CH; @'?H' H O0CHy
Ceftizoxime N e H - NH,
/& ‘-DCII; The last four listed compounds are oral cephalosporins whilst the others are

parenteral :

Fonte : SMITH, A.”Cephalosporins”, Comprehensive Biotechnology, 1985.

Outra caracteristica das cefalosporinas é o fato de resistirem a baixos valores de pH, o
que permite sua utilizagdo por via oral. Em 1980 estimava-se que no mercado mundial de
antibidticos as cefalosporinas representavam cerca de 29% do total comercializado que
equivaleria a aproximadamente 1750 mithdes de ddlares, (SMITH, 1985).

Conforme pode-se observar, os antibidticos produzidos por fungos cuja aplicagdo
clinica tem grande importincia, dos quais destacam-se as penicilinas e cefalosporinas,
apresentam-se muitas vezes como matérias-primas que sao utilizadas na elaborag@o de seus
derivados. Assim sendo, o conhecimento do processo de produgdo de penicilina G e da
cefalosporina C é de suma importdncia como estratégia de dominio e independéncia no
mercado mundial de antibiéticos. De acordo com o apresentado, a cefalosporina C tende a
ocupar um lugar de destaque no que se refere ao processo global de obtengdo deste composto,
visto que é matéria prima primordial utilizada na elaboragdo de antibiticos de amplo espectro

antimicrobiano.
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Biosintese da cefalosporina C

ARNSTEIN ef al. (1950) demonstraram que os nucleos da penicilina sdo formados
pelos aminoacidos cisteina e valina. Estes pesquisadores também isolaram enxofre contido nos
peptideos do micélio de Penicillium chrysogenum, em particular um tripeptideo linear
contendo acido a-aminoadipico, cisteina e valina. Diversas evidéncias atribuem ao tripeptideo,
como sendo precursor na biosintese da penicilina. O efeito da inibigdo da lisina pode ser
entendido por uma regulagdo da retroalimentagdo da sua propria sintese. A verificagdo de que
a penicilina N de Cephalosporium acremonium, contém uma cadeia lateral de oi-aminoadipyl e
finalmente o isolamento por FLYN et al. (1962) da isopenicilina N do Penicillium
chrysogenum, fornecem evidéncias que o tripeptideo é um intermediario importante. Com o
esclarecimento da estrutura da cefalosporina C por ABRAHAM et al. (1961), ficou definido

que a penicilina e a cefalosporina tém muito em comum.

KOHSAKE et al. (1976) demonstraram a sintese de uma cefalosporina C a partir da
penicilina N por um anel da expansdo da enzima usando um extrato de células livres de
Cephalosporium acremonium. E uma oxigenagio que requer ions de ferro (II) e ascorbato
para sua atividade. O produto da reagao € desacetoxicefalosporina C, a qual em consequéncia,
fica sendo como a primeira cefalosporina verdadeiramente sintetizada. Estudos
complementares falam que a desacetoxicefalosporina C foi um precursor nas fermentagdes
onde o produto principal é a cefalosporina C. HIGGENS et al. (1974) identificaram
desacetoxicefalosporina C (DAOC) como um produto tanto de fungos como estreptomicetes.
QUEENER et al. (1974) mostraram que um mutante, bloqueado na biosintese da cefalosporina
C, produz (DAOC).

FUJISAWA et al. (1975) obtiveram de um mutante cefalosporina C negativo, o qual
acumulou desacetilcefalosporina C (DAC), que quando foi introduzido uma segunda mutagio
o resultado foi a acumulagio de (DAOC). Isto é a primeira evidéncia que sugere que a
biosinteses da cefalosporina envolve a conversio de (DAOC) primeiro a (DAC) e finalmente a
cefalosporina C. A presenga de (DAC) em culturas de Cephalosporium acremonium pode ser
o resultado de um bloqueio parcial na dltima etapa na biosintese da cefalosporina C.

A produgio de cefalosporina C representa o ponto final da biosintese em

Cephalosporium.acremonium na producio de B-lactamas em streptomicetos.
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2.2 - Recuperagcio, Separacio e Purificacio de Compostos Biologicos

2.2.1 - Principios e classificacio

Segundo SMITH et al. (1970), os métodos mais eficazes que foram desenvolvidos
para a purificagio de compostos biologicos podem ser considerados como operagdes em
cascata, cuja caracteristica fundamental consiste na passagem de uma mistura de substancia

através de um arranjo sequencial de etapas de purificagdo. A medida que a mistura passa por
uma etapa, obtém-se um certo grau de separagio dos componentes da mistura, € com a

passagem continua da mistura através de centenas ou milhares de etapas, seus componentes

s3o separados, conseguindo-se um alto grau de purificagdo.

A Tabela 2.2 fornece uma lista de alguns métodos em cascata comuns para a

purificagdo.

Tabela 2.2-Alguns métodos em cascata comuns para a purificagdo.

Métodos For¢a Impulsora F1 __ Forca Retardante F2 A Separaciio Depende De

Cromatografia: Hidrodinimica Adsorgio de energia de  Solubilidade dos solutos em

adsorgdo superficie fases ndo miscivels

Partigdo (lig-liqQ)  Hidrodindmica Parti¢do Solubilidade dos solutos em
fases n3o - misciveis

Partigdo (gas-liqQ) Mecéanica Parti¢do Solubilidade de substancias
gasosas em fase liquida

Troca i6nica Hidrodindmica Eletrostatica Natureza iénica do trocador
¢ dos solutos

Filtragio em gel ~ Hidrodinimica Partigdo Particio determinada pelo
tamanho e pela forma das
moléculas de soluto

Afinidade Hidrodindmica InteracGes nio- Interagdo especifica do

covalentes soluto com adsorvente

Eletroforeses: em  Eletrostatica Fricgdo molecular Propriedades i6nicas

solugio livre

em meios Eletrostatica Fricgdo molecular Propriedades i6nicas

aquosos

em detergentes Eletrostatica Fricgdo molecular Peso molecular

aquosos

Fonte :C.J.O.R.Morris e P.Morris, Separation Methods in Biochemistry, 1976.
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BAILEY & OLLIS (1986) afirmaram que o desafio dos proximos anos seria no so
saber selecionar as melhores combinagdes de substrato, enzima ou microrganismo e processo
de fermentagdo, mas também o melhor processo de recuperagio de um dado produto.

Na area de biotecnologia os processos de separagdo, recuperagio e purificagdo de
produto ("downstream processing") sdo muitas vezes referidos como sendo a "outra metade"
do processo, sendo que a primeira metade logicamente € a etapa de fermentagéo. Esta divisdo
do processo em duas metades pode provocar enganos, isto porque, a area de separagdo de
uma planta de biotecnologia pode ser muito cara, dependendo do produto e sua finalidade,
BJURSTROM (1995).

Processos de purificagcao

As técnicas de separagio dependem das caracteristicas iniciais do caldo de
fermentago tais como viscosidade, concentrag@o do produto, impurezas. Todo produto obtido
por fermentagio requer uma etapa de recuperagdo. Alguns produtos bioldgicos exigem pouca
purificagdo enquanto outros demandam quantidades maiores (BAILEY & OLLIS, 1986). A
Tabela 2.3 apresenta técnicas usadas para recuperagdo, purificagdo ou ambas, BITURSTROM
(1985).

Tabela 2.3-Técnicas de separagio comumente usadas para recuperagio e/ou

purificagdo

Técnicas de separagio Recuperagdo Purificagdo
Ruptura Celular X

Centrifugagdo

Filtragdo rotativa a vacuo X

Ultrafiltragéo X

Precipitagdo X

Cromatografia

10
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2.2.2 - Separagiio de Produtos Provenientes de Processos Biotecnoldgicos

BJURSTROM (1985) descreve "downstream processing” como um conjunto de
operagdes unitarias que visam separar produtos provenientes de processos biotecnologicos.

Esta area da biotecnologia apresenta plantas bastante grandes onde, muitas vezes, se
faz necessario a ocupagio de grandes espagos fisicos para a instalagdo dos equipamentos que
por sua vez apresentam altos custos.

Na etapa fermentativa, normalmente, o crescimento do microrganismo, é controlado
no intuito de garantir o maximo rendimento do produto desejado, que pode estar presente no
caldo de fermentagdo, excretado pelo microorganismo ou ainda estar no interior de suas
células. Assim sendo a localizagio do produto pode ser caracterizada como extracelular ou

intracelular.

Produtos _intracelulares: Sio geralmente macromoléculas retidas no interior do

organismo. A transferéncia de nutrientes para o interior das células é feita por transporte ativo
ou passivo. O transporte passivo normalmente ¢ efetuado por difusdo simples ou osmose da
substincia pela membrana citoplasmatica semipermeavel da célula. Caso a membrana celular
" ndo seja permeavel a uma certa substincia, esta associa-se a outra substincia permeavel que a

conduz para o interior da célula.

Produtos extracelulares: Sio normalmente proteinas ou outras macromoléculas
organicas dissolvidas no caldo de fermentagdo. Esses produtos normalmente estdo presentes
no meio em porcentagens bastante pequenas. Neste caso uma concentragao inicial é necessaria

para que as futuras etapas de purificagio possam ser utilizadas. Um outro problema
normalmente associado aos produtos extracelulares é o fato de serem relativamente instaveis.
Deste modo o tempo de extragdo e purificagdo pode vir a influenciar o rendimento global do
processo, exigindo que esta etapa seja bastante sofisticada. BAILEY & OLLIS (1986)
apresentam ainda uma sequéncia de passos que normalmente sdo efetuados a fim de se obter o
produto purificado originado de um bioreator.

11
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Tabela 2.4 - Processamento de produtos farmacéuticos tipicos.

Etapas Produto

Processo Tipico Concentragio (g/1) Pureza (%)
Produgdo Fermentacgao 0,1-5 0,1-1,0
Remogio dos insoluveis  Filtragdo 1,0-5 0,2-2,0
Separagdo Primaria Extragdo 5-50 1-10
Purificagdo Cromatografia 50-200 50-80
Preparagao Final Cristalizagao 50-200 90-100

Fonte: Belter, P. A. Bioseparations Downstream Processing for Biotechnology 1989

A Tabela 2.4 é um exemplo tipico para obtengdo de produtos farmacéuticos
mostrando a concentragdo e pureza relativa do produto, desde a etapa de fermentagdo até as
etapas de recuperagdo do produto: remogdo de solidos, separagdo primaria, purificagdo e
cristalizagdo (BELTER et al. 1988).

A seqiiéncia tipica de operagdes para se obter um produto altamente purificado € a
seguinte:

-Remogio de particulas (insoluveis): filtragio, centrifugagdo e/ou sedimentag@o.

-Separagdo primaria: extragdo por solvente, adsorgdo, precipitagdo e ultrafiltragdo sao
os processos mais conhecidos. Neste caso a concentragdo do produto aumenta
consideravelmente e substancias com polaridades diferentes podem ser separados.

-Purificagdo: técnicas altamente seletivas como precipitagio  fracionada,
cromatografia, eletroforese e adsorgdo sdo utilizadas para a remogao de impurezas.

-Separagio final do produto: a escolha do processo utilizado nesta etapa, depende
muito da forma como o produto sera comercializado. Normalmente emprega-se a cristalizag@o,
centrifugagio e secagem.

Como pode-se observar, o produto final normalmente apresenta um alto valor
comercial visto nio somente os custos gerais de produgdo e separagdo, mas também uma série
de conhecimentos envolvidos na sua produgdo e separagdo, bem como sua importancia de
aplicagdo. Evidentemente essas 4 etapas vao ser usadas de acordo com o tipo de produto,

concentragio e pureza desejada.

12
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2.2.3 - Cromatografia como método para a purificacio de compostos bioldgicos

Cromatografia é o nome dado a uma familia particular de técnicas de separagdo com
grande eficacia. O método original foi descrito por TSWEET (1872-1919), que usou-0 na
separagdo de substincias coloridas em plantas, € o nome cromatografia vem das palavras
gregas Chroma(cor) e Graphein (escrever).

A cromatografia é uma técnica de separagdo, quantificagdo e identificagdo dos
componentes de uma amostra. Neste capitulo sera considerada apenas a cromatografia liquida
em coluna, j4 que este tipo de cromatografia sera empregada neste trabalho.

Recentemente a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada definiu
cromatografia como: "Um método usado principalmente para a separagdo de componentes de
uma amostra, na qual seus componentes estdo distribuidos entre duas fases uma estacionaria e

a outra movel".

Na cromatografia liquida em coluna, a fase estacionéria esta contida em um tubo de
vidro ou de ago inoxidavel, a fase movel ¢ um liquido que percola através da coluna arrastando
os componentes da amostra, depositada no topo da coluna, com velocidades diferentes,

ocorrendo assim a separagao.

Varios materiais tém sido usados como fase estacionaria, de acordo com o tipo de
amostra que se deseja separar e assim, pode-se classificar a cromatografia liquida em cinco

categorias, e de acordo com a natureza da fase estacionaria.

Na cromatografia por troca iénica (CTI), a fase estacionaria ¢, normalmente, uma

resina de poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno, a qual sdo ligados grupos idnicos,
como por exemplo, o grupo —SO; no caso do trocador de cations, e o grupo —NR;, no caso

do trocador de anions.

Atualmente, utiliza-se o termo cromatografia para descrever qualquer método de
separagio que envolva a percolagdo de uma mistura de substancias dissolvidas através de um

meio de suporte solido e poroso, independente das forcas que levam a separagdo da mistura .

13
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2.2.4 - Classificagio dos métodos cromatogrificos liquidos.

Os métodos cromatograficos podem ser classificados de acordo com a natureza da
fase movel e de acordo com a natureza da fase estacionaria. O sistema € chamado
cromatografia de adsorg3o se a fase estacionaria € um sélido e cromatografia de parti¢do se €
um liquido. Considera-se que a classificagdo mais importante em cromatografia baseia-se no

mecanismo de separagio, que pode ser por processos fisicos, quimicos ou mecanicos.

Na cromatografia por adsorgdo a fase estacionaria ¢ um solido de alta area superficial
(maior que 200 m2/g), como por exemplo, Amberlite XAD. Este solido retém a amostra
seletivamente devido a competi¢io entre as moléculas da amostra € as da fase movel pelos
sitios ativos da fase estacionaria. Este tipo de cromatografia ¢ empregado para a separagdo de
compostos ndo idnicos de peso molecular intermediario (200 a 2000) soliveis em solventes
organicos, como por exemplo, antioxidantes, vitaminas, esteréides, alcaloides, lipidios, etc.

Na cromatografia por parti¢io tem-se uma fase estacionaria liquida insoluvel na fase
mével, recobrindo particulas de um suporte, geralmente, silica, o componente mais solavel na
fase movel sera eluido mais rapidamente , enquanto que o mais soluvel na fase estacionaria
sera retido por um tempo maior. A fase estacionaria pode ser polar, e neste caso, tem-se a
cromatografia com fase normal, utilizada para a separagdo de pesticidas, esteréides, alcaléides,
fenois, complexos metalicos, etc; quando a fase estacionaria é apolar tem-se a cromatografia
com fase reversa, empregada para a separagdo de antibidticos, vitaminas, esteroides,
alcaloide, etc.

A cromatografia por exclusio é uma técnica predominantemente usada para a
separagdo de compostos de alto peso molecular (maior que 2000), incluindo polimeros
organicos (poliolefinas, poliestireno, poliamidas), silicones e biopolimeros (proteinas, acidos
nucleicos, oligossacarideos e polissacarideos, etc.) A fase estacionaria é constituida de
particulas contendo poros de didmetro definido; compostos que conseguem entrar nestes
poros, devido ao tamanho da molécula, ficam retidos por um tempo maior.

A cromatografia por troca idnica sera empregada neste trabalho para a separagdo da
espécie hidrofilica do antibi6tico cefalosporina C.
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2.2.4.1 - Cromatografia de troca idnica.

A cromatografia por troca ibnica é utilizada na analise de compostos i6nicos ou
ionizaveis, especialmente em aplicagdes bioquimicas. Alguns componentes bioquimicos, como
aminoécidos, proteinas e acidos nucleicos que sdo termicamente instaveis ou ndo volateis, ndo
podem ser separados por cromatografia gasosa. No entanto, estes compostos podem ser
separados através de cromatografia por troca i6nica, escolhendo-se um pH adequado para a
fase movel, onde estes compostos encontram-se na forma ionizada. Outros compostos que
podem ser separados por este tipo de cromatografia, incluem acidos carboxilicos, agucares,

cations e dnions inorgénicos, etc.

Na cromatografia por troca iénica a fase estacionaria possui grupos carregados
positivamente ou negativamente, que retém espécies de carga contraria. Um trocador catiénico
possui grupos com carga negativa que retém seletivamente espécies catidnicas. Um trocador
anidnico possui grupos carregados positivamente que retém espécies com carga negativa. A
Figura 2.4 mostra o que ocorre no processo de troca idnica, Neste caso, a fase estacionaria
tem carga negativa e possui um contra-ion de carga positiva, para preservar a neutralidade
elétrica. Ocorre uma competigdo entre as moléculas da amostra € o0 contra-ion, também

presente na fase mével, pélos sitios carregados da fase estacionaria.

CARGA FIXA

iON DA
AMOSTRA <«

CONTRA-ION

Figura 2.4 - Esquema do processo de troca i6nica em um trocador cationico.

O equilibrio idnico para trocadores catidnicos e anidnicos pode ser representado da

seguinte maneira:
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Trocador catiénico:
R-SO3Na* + M (sol*) & R-SO3M™ +Na™ (sol*)

onde:

M= cation
R= matriz do trocador

Figura 2.5 - Esquema de um trocador catibnico, o sinal (-) representa o grupo

trocador, o sinal (+) os cations que s&o adsorvidos.
Trocador ani6nico:
R-NTR5CI" + X (sol*) <> R-N*R3X" +Cl"(s0l*)
onde:

X-= anion
R'= radical orgénico

S)

Figura 2.6 - Esquema de um trocador anibnico, o sinal (+) representa o grupo

trocador ligado 4 matriz ¢ o sinal (-) os &nions que sdo adsorvidos.
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A cromatografia por troca i6nica, bem como os outros tipos de cromatografia liquida
em coluna, pode ser classificada em cromatografia classica e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A diferenga entre estes dois tipos de cromatografia em coluna esta no tamanho das
particulas que constituem a fase estacionaria.

No primeiro caso emprega-se particulas maiores que 40 pum; a a¢do da gravidade €
suficiente para ter-se vazdes razoaveis da fase moével. No caso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia emprega-se particulas de menor diametro (5-10um), com a finalidade de aumentar a
eficiéncia das colunas, o que acarreta em uma maior resisténcia ao fluxo, tornando necessario o
emprego de bombas de alta pressao para impulsionar a fase movel através da coluna.

2.2.4.2 - Cromatografia por troca idnica clssica

Os materiais mais utilizados para cromatografia por troca idnica classica sdo
polimeros sintéticos organicos, mais comumente denominados como resinas, capazes de trocar
ions. Este material é composto de uma matriz orginica porosa, onde encontram-se ligados
grupos ionizaveis (acidos ou basicos). Estas resinas sdo obtidas através da polimerizagdo do
estireno em presenca de divinilbenzeno resultando em uma estrutura tridimensional, onde
pode-se ligar os grupos com carga positiva. Estes materiais sdo conhecidos como resinas

ani6nica fortemente basica e resina catiénica fortemente acida, respectivamente.

2.3 - Extracio e Purificacio da cefalosporina C

Os processos de separagdo e purificagdo normalmente sdo selecionados e estudados
em fungdo das caracteristicas quimicas do produto, de sua estabilidade e da composigdo final

do meio de cultura que pode apresentar sais e subprodutos indesejaveis.

para se ter sucesso na escolha do processo a ser utilizado deve-se levar em conta se 0
sistemna ¢ seletivo, ndo toxico ao crescimento da cultura, capacidade de se realizar a operagao
de forma asséptica, tera capacidade decarregar grande quantidade de produto e ser reutilizado

se formuito caro.

17



Capitulo II - Revisio Bibliogrifica

2.3.1 - Métodos de extracio e purificacio de cefalosporina C.

Compostos hidrofobicos como € o caso da penicilina G, podem ser separados
eficientemente do meio de cultura de maneira relativamente barata por extragido a baixo pH
com um solvente organico. Este processo ndo pode ser facilmente aplicado para a separagéo
de cefalosporina C do meio de fermenta¢do. A natureza hidrofilica do ai-aminoadipil presente
na cadeia das cefalosporinas caracteriza uma alta solubilidade em agua impedindo a utilizagdo
de métodos diretos de extragdo por solvente.

As técnicas mais comuns utilizadas para a separagdo de cefalosporina so: adsorgdo,
troca ibnica, derivatizagdo seguida por extragdo com solvente e modificagdo enzimética. Em
cada um dos casos, o primeiro passo do processo de recuperagdo é a remogdo dos
microrganismos feito por filtragdo. Para este fim, emprega-se um filtro cilindrico rotatério
como auxiliar de filtragdo. O caldo também pode ser misturado com o auxilio de filtragao,
variando a quantidade de acordo com a dificuldade de filtragdo, que muda de linhagem a
linhagem e algumas vezes de lote para lote. Em geral a idade do cultivo dificulta a filtragdo. Ao
mesmo tempo o caldo é acidificado a um pH de 3,0, para precipitar proteinas do meio de
cultura e melhorar a eficiéncia do adsorventes (SMITH, 1985).

Em processos industriais, para a recuperagdo de cefalosporina C, a filtragdo € seguida
por adsorgdo, onde um dos processo utiliza carvdo ativado, segundo as pesquisas de
ABRAHAM & NEWTON (1956). A cefalosporina C é adsorvida na superficie do carvéo,
muitas impurezas e sais inorginicos sio eliminados no percolado e coluna de lavagem. A
cefalosporina C é relativamente vulneravel & decomposi¢do, ao ser adsorvida em carvio e
perdas podem ocorrer nesta etapa. O empacotamento eficiente da coluna € feito através do
monitoramento do percolador por HPLC ou por métodos simples como a polarimetria. O
antibiético ¢ eluido do carvdo por uma mistura aquosa de solvente, como uma mistura de agua
e acetona (NOVA et al. 1975).

VOSER (1982) descreve que em 1965 Rohm & Haas comercializaram o primeiro
adsorvente orginico sintético macroporoso ou macroreticular, que foi chamado de resina
Amberlite XAD. Essas resinas apresentaram boa aplicabilidade em adsorgdo cromatografica,

podendo ser utilizadas em colunas cromatograficas de troca iGnica.
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HANO et al. (1992) utilizaram a reagio extrativa e retirada da cefalosporina C em seu
trabalho usando varios extratores e solu¢des tampdo. A cefalosporina nio pode ser separada
por aminas secundérias como a penicilina devido a sua caracteristica anfotérica dificultando a
formagdo do par idnico complexo. Porém, com a presenga de um sal quaternario no meio a
extragdo pode ocorrer. Os pesquisadores utilizaram tri-n-octilmetilamonio clorido (TOMAC)
como extrator e butil acetato como solvente organico. De acordo com os resultados, embora
tenha sido possivel realizar a extragdo utilizando carbonato como tampéo, a quantidade de
cefalosporina presente na fase organica vai depender muito das concentragdes do extraente
bem como do acetato. Neste trabalho ndo foi investigado a influéncia da penicilina N e da
desacetil cefalosporina C (produto secundario), no equilibrio de extragao, isto é, se 0 processo
é seletivo ou ndio o que torna dificil analisar a eficiéncia do processo sugerido.

YANG et al. (1994) investigaram a possibilidade de se extrair cefalosporina C e
separa-la da desacetil cefalosporina C, provenientes de caldo de fermentagéo. Os
pesquisadores utilizaram o principio de duas fases aquosas com PEG (Polietilenoglicol)/sal,
onde o sal seria o determinante nos valores dos coeficientes de parti¢do. O rendimento para a
recuperagdo ndo foi muito bom para um pequeno estigio, mas pode ser melhorado para um
sistema de multiestagios em contracorrente. Segundo BAYLEY & OLLIS (1986) os processos
de separagdo que envolvem PEG apresentam alto custo.

Os projetos de processos de separagdo e purificagdo por adsorgdo, devem buscar uma
simplicidade operacional das instalagdes industriais buscando também a sele¢do do adsorvente
mais adequado na separagdo do produto desejado, levando-se sempre em conta a possibilidade
de sua reutilizagdo por um método apropriado de regeneragao.

Para a recuperagio da cefalosporina C, resinas ndo polares do tipo amberlite XAD-2,
XAD-4 e ER- 180 (PIROTA, 1982) sio consideradas de maior utilidade. Fatores considerados
para a escolha de um adsorvente sdo: capacidade, seletividade e outras propriedades fisicas tais
como o entumecimento ("swelling") da resina. Embora a resina XAD-4 tenha uma maior
capacidade que a XAD-2, ela tem uma maior dificuldade no ciclo de elui¢do e regeneragio,
numa escala industrial. A eluigdo da resina com isopropanol aquoso produz uma cefalosporina
de maior pureza que a obtida por processo de adsor¢@o em carvao.

Em algumos casos, especialmente quando se trabalha com caldo ou alta concentragio
do antibidtico, é possivel concentrar o eluido da resina macroreticular por meio da
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cristalizagdo da cefalosporina C com uma solugio. Para caldos de concentragdo mais baixa,
uma resina de troca idnica intermediaria é necessaria para obter um produto de pureza boa.

A resina pode ser a amberlite IRA-68 ou seu equivalente. A resina pode ser usada
num ciclo acetato e carregada diretamente com o eluido da etapa de adsor¢do. Baixo pH
favorece uma alta eficiéncia de adsor¢do. A resina pode ser eluida com acetato de sodio ou
potassio. Na pratica, na primeira corrida a fragdo de cauda é eliminada, pois contém impurezas
que se ligam a resina com uma eficiéncia mais ou menos similar & cefalosporina C. Destas
impurezas, a desacetilcefalosporina C ¢é fortemente retida e parcialmente isolada da

cefalosporina C durante a elui¢ao.

Uma variedade de processos sdo descritos na literatura na qual resinas trocadoras de
jons sio usadas em um primeiro passo de adsorgdo. McCORNICK em 1971 descreve um
processo no qual as impurezas foram primeiramente precipitadas com acetona, o pH reduzido
com uma resina de troca cationica e entdo a cefalosporina adsorvida em uma resina de troca

anidnica.

STABLES & BRIGGS (1978) desenvolveram um processo em que emprega-se trés
resinas nas quais as impurezas e os sais sio removidos fazendo-se uso de uma resina de troca
ani6nica, seguido por uma redugio de pH usando uma resina de troca catidnica para facilitar a
adsor¢do sobre a troca anidnica. E usual concentrar primeiro o eluido por cristalizagdo da
cefalosporina C. O ponto mais importante € evitar longos tempos de contato e temperaturas

elevadas, que podem destruir a cefalosporina.

A cristalizagio da cefalosporina C é feita por adigdo de diferentes volumes de
solvente, por exemplo: acetona, metanol ou isopropanol em solugéo aquosa concentrada. O sal
resultante ou é recuperado por centrifugagio ou filtragdo e secado para dar um produto
intermediario o qual é usado para sintetizar uma grande quantidade de derivados de

cefalosporina
2.3.2 - Adsorventes utilizados para a purificaciio de Cefalosporina C

PIROTTA (1982), realizou um estudo mais detalhado sobre alguns adsorventes
poliméricos, Amberlite XAD e ER-180, com relagdo a sua eficiéncia nos processos de

purificagio de cefalosporina. Segundo este pesquisador, o0s adsorventes poliméricos
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apresentam-se como uma maneira simples e econémica de se extrair uma série de substéancias a
nivel industrial, como é o caso da cefalosporina C.

O pesquisador apresenta algumas comparag3es a respeito das tecnologias existentes

para a extragdo de cefalosporina C, as quais sdo:
Carvio ativo.
Foi o primeiro processo desenvolvido para a extragdo de cefalosporina C.

Vantagens: baixo custo do adsorvente, alta capacidade de adsorver, técnicas

familiares na industria farmacéutica.

Desvantagens: Baixo rendimento de extragdo, alto custo de eluigdo, alto custo de
regeneragio, provoca polui¢do do ar, alto custo dos solventes, o eluido n3o ¢é particularmente
puro, perda significante de adsorvente, separagdo cromatografica ndo significante de

compostos similares.
Extragiio por solventes de derivados de cefalosporina C:

Muitas patentes foram registradas a respeito desta técnica. O conceito € bastante
interessante e familiar 4 industria farmacéutica. Esta tecnologia tornou-se bastante atrativa
apos a crise do petroleo e o aumento de controle das leis de poluiggo.

Vantagens: simplicidade, ndo necessita do desenvolvimento de nenhum mecanismo
particular para a inddstria farmacéutica, apresenta um bom rendimento, produto de aceitavel
pureza partindo de um meio de cultura razoavelmente puro, tecnologia padrdo para uma série

de industrias farmacéuticas.

Desvantagens: alto custo dos componentes quimicos, perda desses produtos
quimicos, controle de poluigdo ¢ exigido, separagdo nio eficiente por cromatografia dos
produtos similares, apresenta componentes quimicos de risco.
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Resinas Trocadoras de ions:

Muitas patentes também foram requeridas e muitos artigos publicados.

Vantagens: nio necessita que se especifique o solvente no principio, simplicidade,

baixo custo da resina, longo periodo de utilizagdo da resina.

Desvantagens: quando minerais 4cidos sdo utilizados na floculagio dos micélios,
grandes quantidades de trocadores ani6nicos sdo necessarios para extrair a cefalosporina C
além dos minerais acidos presentes. O rendimento deste tipo de extragdo é dependente das
variagdes da fermentagdo e da eficiéncia do processo floculagdo-filtragéo. Outra desvantagem
é apresentar uma separagdo cromatografica bastante pobre de compostos similares.

Adsorventes Poliméricos

Amberlite XAD-2

Desenvolvida em 1963, por Dr. W. Voser especificamente para a extragio de
cefalosporina C (US Patent No. 3725400 Ciba-Geigy AG).

Vantagens: Simplicidade boa eficiéncia de separag¢do cromatografica de compostos
similares; capacidade e especificidade ndo sdo influenciadas negativamente pela salinidade da
solugdo, longo tempo de vida do adsorvente, boas propriedades hidraulicas, quantidade
limitada de solvente é requerida, possibilidade de eluigio com solvente externo, pequenos
picos de eluigdo, ndo ha necessidade de uma retrolavagem do adsorvente, alto rendimento de

extragdo e baixo aumento do seu tamanho.

Desvantagens: baixa capacidade.

Amberlite XAD-4

Vantagens: alta capacidade, alta estabilidade fisica, alta estabilidade quimica, alta
afinidade, bom tempo de vida, alto rendimento na extragao;
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Desvantagens: grande pico de eluigdo, separagio de compostos similares € fraca,
apresenta significativo aumento de tamanho.

A experiéncia tem mostrado que o adsorvente polimérico ideal para as necessidades

do mercado deveria ter as seguintes caracteristicas:

-alta capacidade;

-pico de eluigdo estreito;

-alto rendimento na extragao,

-eluato altamente puro;

-boa separagdo cromatografica de compostos similares;
-possibilidade de eluigdo com solvente e ndo solvente;
-ndo apresentar necessidade de uma retrolavagem regular,
-boa estabilidade fisica,

-ndo apresentar aumento significativo de tamanho durante o uso;
-boa estabilidade quimica;

-peso especifico alto;

-baixo custo

Todos estes parimetros sio regulados pela distribuigdo de tamanho de poro, forma do
poro e polaridade da superficie ativa que sera acessivel a cefalosporina C, além da geometria
tridimensional que sera o suporte principal para a superficie ativa. Os adsorventes que melhor
preencheram os requisitos necessarios para que se possa extrair cefalosporina C foram,
amberlite XAD-2 e amberlite ER-180, sendo que essa Gltima foi a que apresentou melhores
resultados, visto que as moléculas de cefalosporina C se difundem com um bom grau de
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liberdade nos poros deste adsorvente. A polaridade da amberlite ER-180 apresenta uma boa
retengdo das moléculas de cefalosporina C, porém nio fortemente, o que permite picos curtos
de eluigdo permitindo uma alta concentragdo de produto completamente recolhido.

Desta maneira, os dois adsorventes da série de estireno divinilbenzeno (amberlite
XAD-2 e ER-180) deveriam ser avaliados para as condi¢Ses de meio que se iré trabalhar.

No caso particular da cefalosporina C, ha uma série de fatores que controlam a

performance da resina no processo extrativo, explicitados a seguir.

2.3.2.1 - Fatores que controlam a performance da resina:

Fatores controlados pela resina:

-Momentos de dipolo do adsorvente e da substincia a ser separada,
-Superficie ativa do adsorvente;

-Expansio do adsorvente durante as etapas de adsorgio e eluigdo;
-Homogeneidade do trabalho reticular do adsorvente;

-Tamanho do poro;

-Distribui¢io do tamanho do poro;

-Volume do poro;

-Tamanho e distribui¢do da particula;

-Unidade que ira conter o adsorvente.

Fatores controlados pela solucio:

-Conhecimento do sal da solugio em que esta dissolvida a substancia,

-Isotermas de adsor¢do;
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-Concentragio do soluto;
-Solubilidade do soluto no meio em solugao;
-Escolha da quimica apropriada e da concentragdo em que se efetuaré o passo da eluigdo.

-Escolha do sistema mais eficiente de regeneragao, se for requerido.
2.3.2.2 - Propriedades fisicas das resinas
Tamanho e forma das particulas

Para propositos cromatograficos emprega-se particulas esféricas de 106 a 250 pm de
diametro interno, ou menores. O didmetro de particula das resinas, normalmente é dado em
mesh; a transformagdo para cm é feita utilizando a "Tabela Conversion for U.S. Standard
Screen Series" (DEAN,1962).

Entumescimento e porosidade

Quando uma resina é colocada em presenga de uma solugéo aquosa, ela embebe agua,
devido a tendéncia dos grupos funcionais a se hidratarem, formando uma estrutura porosa.

Este entumescimento, medido em massa de 4gua por miliequivalentes de resina, €
diretamente proporcional ao numero de grupos funcionais hidrofilicos ligados a matriz
polimérica. Depende também, da natureza do solvente, presenga ou auséncia de eletrélitos na
solugiio, sua natureza e concentragio, natureza do ion fixo e contra-ion, do esqueleto da resina

e do grau de entrecruzamento.

O grau de entrecruzamento esta relacionado com a rigidez da resina e com o tamanho
dos poros; quanto maior for o grau de entrecruzamentos expresso em porcentagem de
divinilbenzeno empregado na copolimerizagdo do estireno, menor serdo 0s poros das particulas

e estas apontaram uma maior rigidez mecanica
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2.3.2.3 - Propriedades quimicas das resinas

Capacidade de troca

A capacidade de troca é uma medida da quantidade de troca de ions que pode ocorrer
entre a matriz e os ions presentes na fase movel. A capacidade total € a quantidade de grupos
carregados, ou potencialmente carregados, que podem ser trocados por grama de peso seco do
trocador, A capacidade disponivel é a capacidade real do trocador sob determinadas
condigdes. Ela é dependente de varios fatores, entre os quais a forga idnica, o pH e a
temperatura do efluente (COLLINS & BRAGA, 1990).

A capacidade pode ser expressa como a capacidade total ou capacidade disponivel. A
capacidade total é expresa em megq/g ou meq/100mL de suspensdo da resina, sendo
determinada por titulagio. A capacidade de resinas fortemente acidas ou basicas ¢
independente do pH da fase mével, enquanto que, em resinas fracamente acidas ou basicas o

pH influencia bastante na capacidade de troca.

Resinas catiénicas fracamente acidas tém sua capacidade bastante diminuida em pH
abaixo de 4,0, devido a grande afinidade da resina pelos ions H™ presentes na fase movel. No
caso de resinas anibnicas fracamente basicas, a capacidade diminui em pH acima de 7,0.

Seletividade

A seletividade depende principalmente de dois fatores: carga ibnica e raio ionico dos

jons hidratados. fons divalentes sdo mais atraidos pela resina que ions monovalentes.

A seletividade de um trocador é muito importante para o seu emprego, embora este

fator dependa muito das condigdes de operagdo e pode-se destacar que:

a) a seletividade de um trocador aumenta com o incremento do grau das ligagdes

cruzadas da matriz;

b) ions com carga elevada sdo ligados mais fortemente ao trocador que ions de baixa

carga, nas mesmas concentragoes,
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¢) fons com a mesma carga, porém com diferentes tamanhos em solug@o, tem graus
de afinidade diferentes;

d) Tamanho da particula: em operagdes de grande escala é desejavel uma alta taxa de
fluxo o que requer o uso de particulas consideravelmente grandes. Para propdsitos analiticos o
tamanho padrdo é aproximadamente 20-60 mesh, (BRAITHWAITE, 1985).

Matriz

A matriz de um trocador é constituida de um material poroso, natural ou sintético,
inerte, insolivel em 4gua e em solventes organicos, apresentando ligagdes covalentes nos
grupos trocadores idnicos. As matrizes s30 classificadas em inorganicas e organicas, sendo
naturais ou sintéticas. A natureza da matriz determina suas propriedades fisicas, como sua
forga mecanica e caracteristicas de fluxo.(COLLINS & BRAGA, 1990).

Os primeiros trocadores idnicos projetados para uso com materiais biologicos foram
os trocadores a base de celulose desenvolvidos por PETERSON & SOBER (1956). Por serem
em geral mais eficientes, as resinas orginicas altamente polimerizadas, com ligagdes cruzadas,
sio amplamente utilizadas como matriz. Os adsorventes mais importantes utilizados a base de
biopolimeros sdo dextrana e agarose, além de polimeros sintéticos que também estdo se
tornando populares, (SCOPES, 1987). Dependendo do grupo trocador ligado covalentemente
4 matriz, os trocadores idnicos s&o classificados em anidnicos e catidnicos.

A escolha da matriz para troca iénica depende de trés fatores: estabilidade dos
componentes da amostra, peso molecular dos componentes da amostra € requerimentos

especificos da aplicag@o.
Grupos trocadores

A presenca de grupos trocadores ¢ uma propriedade fundamental de um trocador
idnico. O tipo de grupo determina o tipo de trocador idnico e consequentemente, sua forga,
seu numero e disponibilidade total determinam a capacidade. Ha uma variedade de grupos que
podem ser utilizados em trocadores idnicos, (HIMMELHOCH, 1971). Alguns exemplos s&o
mostrados na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 - Alguns Trocadores de cations e anions

Alguns Trocadores de cations e nions

Trocadores anidonicos Grupo funcional

Aminoetil (AE-) -OCH;ZCHzNH3+

Dietaminoetil (DEAE-) -OCH»CH,NH(CH2CH3)2

Aminoetil quaternario(QAE-) -OCH,CH»N(C7H5),CH,CH(OH)CH3
Trocadores catidonicos Grupo funcional

Carboximetil (CM-) -OCH,COO-

Fosfo -PO4H2"

Sulfopropil (SP-) -CHH»CH>CH»SO3"~

2.4 - Isotermas de Adsorciao

Os processos adsortivos foram primeiramente observados em solidos porosos que
tinha a capacidade de captar seletivamente grandes quantidades de gas em seus vazios. De
acordo com a quantidade de adsorbato presente no gas, ha uma quantidade definida de
adsorbato presente na fase adsorvida, isto ocorre quando se atinge o equilibrio.

Essas relagdes de equilibrio sdo apresentados em forma de modelos que
correlacionam matematicamente as quantidades adsorvidas em equilibrio com o meio

circundante.

Algumas caracteristicas tais como a natureza do solido (sitios ativos, distribui¢do de
poros, etc) e natureza do adsorbato (dipolos, forma e tamanho molecular, etc) sdo

determinantes no equilibrio.

Segundo GOSLING et al. (1989), as isotermas mais comuns utilizadas para descrever

o fendmeno de adsorgdo em sistemas biologicos sao as isotermas de Langmuir e Freundlich.

2.4.1 - Isoterma de Langmuir

Uma das isotermas mais classicas apresentadas na literatura provém da teoria de
Langmuir, que assume a formagio de uma camada homogénea sobre a superficie solida, sem
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que haja interagdes entre as moléculas adsorvidas. A representacdo matematica desta isoterma

¢ apresentada de acordo com a equagdo 2.1.

qmK;C (2.1)

177+x,C

Onde C ¢ a concentragio da espécie em solugdo que esti em equilibrio com a
quantidade adsorvida q, Kj é uma constante de dissociagio do complexo adsorbato-
adsorvente e qy, quantidade maxima de substincia adsorvida. A isoterma de Langmuir ¢
bastante utilizada para descrever afinidade adsortiva.

2.4.2 - Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich corresponde a adsor¢do em sitios ndo uniformes;
especialmente no caso da ligagdo entre a superficie e o adsorbato ser parcialmente idnico
(MOORE, 1976). A equagio 2.2 descreve matematicamente esta isoterma.

q= KfCl/n (2'2)

Onde Kf é a constante da isoterma de Freunlich e n ¢ um indice desta isoterma.
Segundo GOSLING et al. (1989) esta isoterma € bastante utilizada para descrever adsorgdo de
antibidticos, como pode ser observado na apresentagdo de um processo para adsorgdo de
novomicina e estreptomicina apresentados por BAILEY & OLLIS (1986) ou mesmo no
trabalho de KIRKBY et al. (1986), que também utiliza esta isoterma para adsorgdo de
cefalosporina C em resina amberlite XAD-2.

2.5 - Andlise de adsor¢io em leito fixo

O projeto de leitos fixos para adsorgdo pode ser um procedimento complicado em
virtude da interagdo de diversos mecanismos fisicos envolvidos na adsorgdo, ou na troca
idnica, e também em virtude dos célculos a serem feitos para uma quantidade finita de

adsorvente que opera ciclicamente.
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Na Figura 3.1 esta a representa¢do esquematica de um adsorvedor a leito fixo. Para
simplicidade da exposi¢do, o sistema seré discutido em termos da adsorg¢do de um liquido,

embora as consideragdes apliquem-se também a troca idnica e a gas.

Quando o liquido, rico em soluto, entra no leito do adsorvente virgem, o soluto do
liquido comega a ser adsorvido pelo adsorvente solido. A velocidade com que ocorre esta
adsor¢do ¢ influenciada por um, ou mais de um, entre 0s seguintes fatores:

difusdo do soluto da corrente de liquido até a superficie externa das particulas solidas.
difusio do soluto para os poros internos da particula, cheios de liquido.

reagdo na interface liquido-solido.

difusio do soluto adsorvido para a fase solvente.

Quando nenhuma destas etapas ¢ lenta, ¢ possivel imaginar uma adsor¢3o instantinea
e completa assim que a primeira parcela de liquido entra em contato com a primeira parcela do
leito solido. O adsorvente solido adsorve imediatamente o soluto até que seja atingido o
equilibrio com a corrente de liquido afluente. Depois, o liquido afluente passa sem se alterar
por esta primeira parcela do leito, e terd o seu soluto adsorvido, da mesma forma, na parcela
seguinte. Esta acdo continua até que a carga introduzida tenha grandeza suficiente para saturar
todo o leito com a concentragio de equilibrio em relagdo ao liquido; neste instante, a
concentragdo do soluto no liquido efluente cresce instantaneamente de zero até a concentragdo

na corrente afluente.

Durante o intervalo de tempo em que a frente de adsorgdo avanga, 0 componente que
ndo se adsorve passa pelo restante do leito e aparece como efluente. Quando se mede a
concentraggo do soluto, neste efluente, observa-se que ela € nula até que o leito fica saturado,
entdio ela cresce subitamente até atingir a composi¢do afluente original.

O intervalo de tempo necessario para saturar o leito € uma fungdo da capacidade de
adsorcdo do leito, da vazdo e da concentragdo do adsorvente na carga. Por isso, existe uma
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proporgio direita entre o tempo necessario para saturar o leito e a massa acumulada de

efluente, conforme ilustrado na Figura (2.7)

1.
C/Co
0
Tempo
()
1 V
C/Co |
0 AA
0 Tempo

(b)

Figura 2.7 - Curvas de efluéncia na adsorgdo. (a) no caso de adsorgdo ser

instantanea,(b) no caso de adsorgdo ocorrer com uma velocidade finita de

transferéncia de massa

Com a adsor¢do instantinea (Figura 2.7a), a frente entre o leito completamente
saturado e o adsorvente virgem movimenta-se através do leito até atingir o terminal de saida,
quando entdo a concentragio passa de O paral, e a tltima parcela do leito fica saturado. Este
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stibito aumento da concentragio do efluente constitui o rompimento, que mostra a

dependéncia existente entre a concentragao € o tempo.

Esta representagdo grafica da concéntragio de saida em fungdo do tempo € bastante
semelhante a representagdo grafica em pontos ao longo do leito, num instante fixo, durante o

ciclo de adsorgao.

Numa adsor¢do real, a velocidade de transferéncia de massa é finita, de modo que o
soluto ndo é adsorvido instantaneamente. Por isso, a medida que o liquido transporta o soluto
através do leito, somente uma parte do soluto é adsorvido. A medida que a saturacdo se
aproxima, a velocidade de adsorgdo diminui. Estes dois efeitos provocam um esmaecimento da
nitidez da frente plana de adsorgdo, provocando a criagio de uma zona de adsor¢do com
largura finita. Na parte frontal da zona de adsorgéo, o soluto esta sendo adsorvido, enquanto
na fronteira posterior da zona o leito esta atingindo a saturagdo. A concentragdo resultante do
efluente reflete esta variagio da concentragdo do soluto no leito, num instante determinado,

conforme aparece na curva de efluéncia da Figura 2.7b.

O coeficiente angular da curva de efluéncia é uma fungdo da taxa de adsorgdo.
Quanto maior a velocidade de adsorgdo, mais vertical sera a curva
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III - MODELAGEM MATEMATICA

3.1 - Modelo Cinético

Um modelo matemético baseado em um balango de massa e equag@o de cinética de
adsorgdo foi desenvolvido e usado para estudar o relacionamento entre as variaveis do
processo. Parte-se do pressuposto que a reagdo de adsor¢do-dessor¢do pode ser representada

esquematicamente pela equagdo 3.1.

1. %1 g
C+—B 2Q G.1)
X, ©

Onde K; e K, sdo as constantes da taxa que geram a adsorgdo e Kg= (K»/K}), a
constante de dissociagdo que descreve o equilibrio da adsorgZo.

Exemplificando-se tem-se que C, B e Q s@o a cefalosporina C a ser adsorvida, o
adsorvente e o complexo cefalosporina-adsorvente, respectivamente.

A expressdo cinética para adsorgdo da cefalosporina em resina descrita pela equagao
(3.1) é dada por:

22 - K,CQm -V - K Q" 32)

onde:

C é a concentragio de cefalosporina em solugdo que pode ser adsorvida, Q ¢ a
concentragio de cefalosporina adsorvida na fase solida de material (resina) por unidade de
volume de adsorvente, Qp, é a capacidade maxima de adsorgdo do adsorvente, K, e K, sdo as

constantes cinéticas do modelo.
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No equilibrio a equagio é descrita por:

*l/n

@=KIC*(Qm-Q*)”n—K2Q (3.3)

ot
Onde o simbolo (*) representa o valor da variavel no equilibrio.

A partir da equagdo (3.3) pode ser observado que no equilibrio a concentragdo da
fase solida de material adsorvido (Q*) varia com a concentra¢do do material em solugdo da

seguinte forma:

*xN

Q= - (.4)
K+C

A equagdo (3.4) prediz que a isoterma de adsorgdo deve ser ndo linear e do tipo

K n

descrito por Freundlich, quando C™((K, ou seja Q" =KC™,, sendo K=K4" = (YL)
1
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3.2 - Descri¢do do Problema

Trata-se de um processo isotérmico de adsorg@o de cefalosporina C em uma coluna
tubular contendo resina XAD-2 (Figura 3.1). O processo foi descrito matematicamente em
termos das equagdes diferenciais obtidas do balango de massa e a cinética do processo. As
equagdes analiticas descritivas do processo foram transformadas em algoritmo numérico
aplicando os métodos numéricos de Crank-Nicholson para as equagdes diferenciais parciais € o

de Runge-Kutta de 42 ordem para as equagdes cinéticas.

Filme
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Figura 3.1 - Esquema de uma coluna de cromatografia
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Na Figura 3.1 tem-se:

Co: concentragio de cefalosporina C na alimentagio [Kg.mol /m3sol.]
C: concentragdo de cefalosporina C em solugao [Kg.mol /m3sol.]
L: comprimento do leito da coluna [m]
Q: concentragio de cefalosporina C adsorvida na resina [Kg.mol/m3 resina.]
r: raio da coluna tubular [m.]
t: tempo [h.]
v: velocidade de escoamento da solugdo de cefalosporina C [m/Mh.]
Z: distancia [m.]

Definiu-se um volume diferencial de controle (VDC) na coluna, de Z até AZ, e a seguinte

nomenclatura adicional:

A 4rea da secg@o transversal da coluna [m2 ]
E: Coeficiente de dispersdo axial da cefalosporina em solugao [m2/h]
D: difusividade da cefalosporina em solugao [m2 / h]
Rc:Taxa de adsorgdo da cefalosporina pela resina [Kg.mol / m? leito . h]
&: Porosidade do leito [m3 sol / m3 leito]
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Os termos de balango de massa s3o:

Cefalosporina em solugio que entra no (VDC) por convecgdo

Cefalosporina em solugdo que entra no (VDC) por difusdo

Cefalosporina em solug@o que sai do (VDC) por convecgao

Cefalosporina em solugdo que sai do (VDC) por difusdo

Cefalosporina adsorvida na resina no (VDC)

Actimulo de cefalosporina em solugio no (VDC)

Portanto a equagdo de balango de massa sera:

onde

oC
CA -E—)A
[v gl +( éZ) £

aC
~| vCA +(-EZ)A
z} {V elzeaz +( 32) €

—[ch r2AZ:I(1 -&)= —o;—qzrrzAZa‘
t

A=nr2

Dividindo-se pela area A e por AZ tem-se:
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—-Ee‘@ +E££
VCelz ~VCozeaz 92|z OZjz+az
AZ AZ

-—(l—a)Rc=8%—(t: 3.6)

Tomando o limite com AZ =0 e considerando que o coeficiente de dispersdo axial E e a
porosidade ( € ) sdo constantes ao longo da coluna tem-se:

aCc _ 2% aC
—ve—+E —(1-¢)Rc=e— 37
v > £ (1-¢)Re eo”t (3.7

z 02>

Rearrajando tem-se:

aafz_V?S+Ei§'(1;£)Rc (3.8)
A expressio cinética para adsorgao da cefalosporina em resina fica da seguinte maneira:

Z—? =[k,cm-Q"-K,Q"] = -% (ﬁ) = Re (3.9)
Onde:
Rc: taxa de adsorgio de cefalosporina [kg.mol/m3 meio]
Q: concentragdo. de cefalosporina adsorvida na resina [kg.mol/m3 resina]
C: concentrag@o. de cefalosporina em solugio [kg.mol /m3 solugio]

K;, K, Qm : constantes cinéticas do modelo de absor¢@o.

Como o sistema de equagdes consiste em uma diferencial parcial e uma diferencial
ordinaria, deve-se aplicar 2 métodos de resolugdo. No caso usaremos Crank-Nicholson e
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Runge-kutta de quarta ordem respectivamente para equagdo diferencial parcial e equagdo
diferencial ordinaria

l—a)o”Q dC &C _d%c
=- E 3.10
(a ot oz o 272 (3.10)

com as seguintes condi¢des de contorno

Na entrada da coluna

Z=0 :vC-E—a——C—zO (3.11)
oz

Na saida da coluna

Z:L:>§=0 (3.12)
oz

Com as seguintes condigdes iniciais para C(z,t) e Q(z,t)
Co,o0 = Co. Qo,0=0. Co,j = Co. Vj
Ci,0=0 para i>1, Qi,0=0 para 1, Qo,j =0, Vj
3.3 - Mecanismo de transferéncia de massa externa:

Levando em considera¢do a resisténcia a transferéncia de massa entre o liquido e a
superficie do adsorvente, e considerando regime permanente, e governada por um modelo de
pelicula, caracterizado por um coeficiente de transferéncia de massa Ks, entéo tem-se:

Rc=J=%Ks (Cm-Cs) (3.13)
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onde Cm ¢ a concentrag@o no meio ("bulk") e Cs € a concentrag@o na superficie da particula

Para um reator de leito fixo tem-se:

. NSh 2/3
=————(NS 3.14
) NRe NSc(N ) ( )
onde
Nsh = Xsdp (3.15)
mV

onde D, € a difusividade molecular da cefalosporina e

Nsc = —2£ (3.16)
PPmV
p vdp
NRe= 3.17)
y7,

Substituindo os niimeros adimensionais na equagéo (3.14) tem-se:

23
j-_—.—ISS.( K ] (3.18)
v \pDpv

Isolando-se o coeficiente global de transferéncia de massa (Ks) tem-se:

B ~2/3
=j 3.19
Ks=jv (povj (3.19)

de acordo com a correlagio de DWIVEDI & UPADHYAY (1977) para Nre<10 temos:
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_ 1,1068 ( pv dpj ~0.72 (.20
£ 7 '

Substituindo-se a correlagdo acima na expressdo do coeficiente global de transferéncia de

massa.

0,72 -2/3
Ks=y1:1068 (deP) (_i_) (3.21)
£ H pDpv

ou seja:

Ks=v “268 (NRe)™®"2 (Nsc) /> (3.22)

Retornando-se as equagoes (3.9) e (3.13) para obter a expressdo da concentragao na superficie

da resina:
1/n 1/n 1
— -&
____ZC =| K Cs (Qm Q; J -K3Q;; (“—g ) (9
1/n 1/n
) 3 oC — — 1-¢
_]=RC=EKS(Cm—CS)="‘3{= KICS [Qm-QLJ '—KZ Ql,] (7) (313)

Onde Qi, i é a concentragio média de produto adsorvido na posigdo i e no tempo j

assim isolando-se Cs tem-se

1/n

KsCm+K, QlJ (1;6') %
Cs= (3.23)
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entdo substituindo equagio (3.21) na equagdo (3.8) chega-se a equagio (3.22)

i 1/n )
= I-\R
2 Ks Cm+K2 Ql,_] (——) —3— _
Z?:—v5§m+EaaC2m—Ks Cm- 2 %(1 8) (3.24)
z — - g
Z KS+K1(Qm'Q1,J)1/n( 68)%

Fazendo-se as aproximagdes numéricas segundo Crank-Nicholson tem-se

5Cm _ Cmi,j+1 - Cmi,j (3'25)
ot At
JCm _ 1 [Cmiyy jr1 —Cmiy,ju1 N Cmjp ;- Cmj_j ; (3.26)
27 2 2AZ 2AZ

22Cm _1 Cmi,y;—2Cm; ;+Cmy_ N Cmiyy j41 —2Cm; 54 +Cmjy 4 (3.27)
o 2 (A2)? (42)”

substituindo as equagdes (3.25) (3.26) (3.27) na equagdo (3.24) obtemos a equagio abaixo:

Cmjj1~Cmij v [CMiv 1 —CMipjrn Cmyyy,j—Cmij|
At 2 2AZ 2AZ

_I_E{le + l,j —2Cmi’j + le - l,j N Cmi+1’j+1 - 2cmi,j+l +Cmi—-1,j+l } _
(Azy? (A2)*

1 3(1-¢

Kel-—x Un('1 R [R TTK Un(1-¢)R
1 raY —¢& € 1 0. . il B
1+K—S(Qm'Qi,j) ( - )g 1+§;(Qm'Q1,J) ( )
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Rearrajando a equagio (3.28) obtemos o seguinte:

v E E 1 v E

- + Cmjg 41+ +—[Cmj 541 +| ——=— Cmjq) 41 =
A7 2(AZ)2 mj.1,j+1 (AZ)2 At mj j+1 4AZ 2(AZ)2 Mj+],j+1
v 1 E 1 3(1-¢
A Cm;_ - ~Ks|1- Cmj j +
Hxs( i) 3
1/n 2
0. . (1=
E v _ K2 Qi ( £ ) (3.29)
2_4AZ it+l,j 1/n '
2A7) 1 A 1-£\R
gt | @-Qi5) \F)5
definindo-se
a=|-Y_4+_E (3.30)
[W 2(AZ)2}
_|_E .1 3.31)
(azy? At
- v ___E 3.32
’ LAZ 2(AZ>2} 3
s=|1__E (3.33)
[At (AZ)Z}
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entdo a equagdo assume a seguinte forma:

@ Cmj_j j41+B Cmyji +y Cmjyg ji1 =

aCmi_l,j+< 0-Ks|1- ——(1_8) >Cmi’j—

1/n

@ 0 (L

£

K 1/n
e § -0. . 1-¢| R
1 (amay) (54) %

-y Cmi+1’j + (334)

Esta equagio da origem a um sistema de matrizes tridiagonais que podem ser resolvidas por
métodos tradicionais como o de CHAPRA & CANALE, (1990).

3.5 - Resisténcia a transferéncia de massa interna

Além dos efeitos de transferéncia de massa externa, geralmente existem resisténcia a
difusio interna. Devido ao efeito difusional e a cinética de reag@io no interior do suporte,
forma-se um perfil de concentrag@o para uma dada particula porosa. Aplicando-se um balango
de massa envolvendo difusdo e reagio quimica, FROUWS & COL (1976) obtiveram para
suportes de formato esférico em regime permanente:

8*C oC
1) +_2_ M| 1(c) (3.35)
r

D
|\ orr r &

C(r= Concentragdo da cefalosporina na posig@o radial (r)

r(c) = Taxa de reago na posigio radial (r)
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onde:
r(c)=[ch(r)(om-o(r))"“—KZQ%S“} [}] (3:36)
P
mais
_ 3 r= R 2
Q(L,t) = Q(r) "R > Q(r)r Ar (3.37)
r=0

Onde Q(L,t) é a concentragio média de cefalosporina C adsorvida na resina no ponto L da

coluna e no instante t.

Com as seguintes condigdes de contorno:

= 2C _
r=0 - e 0 (3.38)
oC
=1 (r=R) - Ks( Cm-Cs ) =D¢ Sr (3.39)
r
O balango de massa de cefalosporina no interior da particula gera a seguinte equagao:
8%Cy 29Cqy ac
D +— —_ = —_— 3.40
e{ PRl LG (3.40)
Fazendo as aproximagdes numéricas segundo Crank-Nickolson tem-se:
aC _Cijn1—Cij 3.41)
ot At
oC _1[Cin,jn =Cj_1,j+1 N Ci+1,j —Ci-1,j (3.42)
or 2 2Ar 2Ar
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8%C _1[Ci1,j=2Cij+Ci_1j  Cippjr1—2C;, +1+Ci 1 js1
T ! + : (3.43)
ore 2 (4r) (Ar)
174 1/n
S | Kico(@m-u) -k, G449
oC 2. 4C 2% 2Q( 1
7>z +D A S 3.4
ot r S or A 52 5 [ap) (3.45)
Substituindo equagdes (3.36) (3.41) (3.42) e (3.43) na equagdo (3.45):
obtemos:
Cijr1~Cij _1]Citn,j+1-Cig,jn S = Gl
At r 2Ar 2Ar
15 Ci+1,j—2C;;+Cip . Cit1,j+1 =2Ci 41 +Ci_p j1 _
2o (Ar)? (ar)?
1/n 1/n 1
K,C;, j(Qm'Qi,j) -K3Qjj . (3.46)
P

Rearrajando-se:
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agrupando
1 + D _ __1_+ Der ) 1 _ Def '
2rAr 2(A )2 i-1,j+1 At (Ar)2 1,j+1 2rAr Z(A )2 i+l,j+1
a B 71

1 Dg 1 Dg vn[ 1
+ Ci-—l,j+ —+ Ar —Kl(Qm'Qi,j) —6'_ Ci,j+

2rAr 2(An)? At (Ar)’ ’
ay ﬂl
Def 1 1 1/n
et (Ciq i+ — [KQY 3.47
2(Ar)?  2rAr i+1,) (sp] 215 (347
71

igualando e tendo em consideragio que: r = Ar i tem-se

1= [2rlAr * z(lze:)z] - T [2(126:)2 (1—9J 49
B I{Zlf%)%} (3.49)
lswag] st
51=[ﬁ-(—i:—)f2-} (3.51)
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Entdo a equagdo geral para transferéncia de massa interna tendo em considera¢do queiéa
posigdo radial e j o tempo, fica;

~m Ci-1,j+1+ 81 G j o147y Ciag jo1= @ Gyt

[51 -Kj(Qm-Q; j)l/n(glj :,Ci, i=71Citj+ (gl) K,Q}/® (3.52)
P P
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IV - RESULTADOS

Neste trabalho, as simulagSes do processo de adsorgdo de cefalosporina C em coluna
de leito fixo foram efetuadas utilizando as resolugdes numérica de Crank-Nicholson e Runge
Kutta de quarta ordem. O modelo desenvolvido incorpora as caracteristicas tipicas de uma
coluna de leito fixo recheadas com particulas porosas esquematicamente representada na
Figura 3.1. As seguintes consideragdes basicas sio necessirias para o modelo geral usado
neste estudo.

O modelo ¢ baseado num processo isotérmico de um unico soluto em fluxo disperso
atraves de uma coluna contendo particulas porosas. O liquido principal tem uma concentragio
de soluto C(z,t), com uma velocidade superficial v através de um leito de comprimento L e
fragdo de vazio €. As particulas sdo esféricas com raio R e porosidade €,. A concentragio do
soluto adsorvido na resina porosa € q(r,zt) e a concentragdo de soluto nos poros é C(r,zt). A
transferéncia de massa para a superficie do adsorvente é governada por um modelo de filme
(FOO & RICE, 1975), caraterizado por um coeficiente de transferéncia de massa Ks.

O estudo foi dividido em duas partes. Na primeira estudou-se o comportamento do
modelo e da coluna em face aos resultados obtidos das simulagdes. Na segunda e ultima parte
efetuou-se um estudo paramétrico visando a determinagio do fator de sensibilidade, tendo
como pardmetro a eficiéncia da coluna, frente & variagio de parametros cinéticos, fisicos e
operacionais. Para a modelagem do processo foram utilizados os dados cinéticos preliminares
obtidos por BARBOSA e al. (1996) em estudo da cinética de adsor¢do de cefalosporina C em
resina XAD-2.

Assim sendo, utilizou-se a curva de equilibrio (Figura 4.1) obtida por
BARBOSA er al.(1996) para a determinagdo dos valores de Qm e K e de um valor arbitrario
de k; para andlise do comportamento do modelo do processo, baseando-se nos dados de
CHASE (1984), utilizados por KAMIMURA (1995). A curva de equilibrio foi obtida
experimentalmente através de ensaios preliminares em batelada em frascos agitados contendo
20 ml de solugdo de cefalosporina C e 1 g de resina amberlite XAD-2. As concentragdes
iniciais e finais foram determinadas através de um espectrofotémetro UV a 263nm.
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0
0 03 06 09 12 15 18 21 24 27 & 33 36
C* (e

Figura 4.1 - Curva de equilibrio com dados experimentais (®) ¢ ajuste do
modelo cinético proposto (-) com coeficiente de correlagdo: r2=0,95, para
adsorgdo de cefalosporina C em resina amberlite XAD-2.
(BARBOSA, et al. 1996).

As simulagdes foram feitas para demonstrar a eficiéncia e robustez de um algoritmo
de computador, baseado num procedimento numeérico usando diferencias finitas, para o estudo
do efeito da concentragdo de saida da cefalosporina, porosidade e tamanho da particula ,
comprimento € didmetro da coluna e taxa de fluxo na curva de rompimento de uma coluna

com particulas porosas.

A concentragdo de cefalosporina na fase liquida é calculada em relagdo ao tempo, isto
é, na forma de uma curva de rompimento. O tempo de passagem € definido como o tempo
requerido para a concentragio da cefalosporina alcangar 10% da concentragdo de
cefalosporina na entrada da coluna ( C = 0,1 Co).

A Figura 4.2 mostra uma curva tipica de rompimento para o caso de adsor¢do
segundo SRIDHAR et al (1994). Muito da informagdo necessaria para calcular a performance
da coluna esta contida nesta curva. Sua forma é um resultado de uma complexa mistura do
processo de equilibrio e ndo equilibrio. O soluto leva 10 minutos para alcangar o fundo da
coluna, e portanto, ndo existe fluido saindo antes desse tempo. A solugdo que sai em 10
minutos contém soluto nio adsorvido em uma concentragdo que depende da capacidade da
coluna. A partir de 10 minutos a concentragdo de soluto no efluente cresce com o tempo.
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Apbs longos tempos, a coluna torna-se saturada, e a concentragio do efluente iguala-
se a concentragdo que alimenta a coluna. A capacidade maxima da coluna para uma dada
concentragiio de entrada é igual a 4rea atras da curva de rompimento. A quantidade de soluto
que permanece no efluente ¢ representada pela area sob a curva. Para propositos qualitativos
de comparagio , isto &, a eficiéncia de recuperagdo do soluto € a eficiéncia da utilizagéo do
leito, sdo definidas em termos das areas S1 (= capacidade da coluna usada), S2 (=alimentagio
residual), S3 (=capacidade da coluna nio usada) como mostrado na Figura 4.2.

Eficiéncia de recuperagdo do soluto = S1/(S1+S2).
Eficiéncia de utilizagdo do leito = S1/(S1+S3).

O tempo de rompimento e o formato da curva (Figura 4.2) afetam a eficiéncia de
adsor¢@o. A eficiéncia de recuperagdo do soluto e utilizagio do leito sdo calculados pela

concentragio de C=0,1 Co.

1.0
—~ 0.9

Tempo de rompimento

Ly |

01 3 3 4§ ¢ 7
Tempo (h)

Figura 4.2 - Curva tipica de rompimento para o caso de adsorgéo em coluna
de leito fixo.

51



Capitulo IV - Resultados

Os parametros operacionais e cinéticos utilizados estdo apresentados na Tabela 4.1 a seguir:

Tabela 4.1 - Valores dos parimetros utilizados na simulagdo do modelo
proposto

L=1,04x10"1 m
6=1,8x102m

£=0,36 *

€,=0,42 *k

dp=2,97x104 m**

C0=9,6 mol/m3

Qm=1,4 mol/m3*

K4=7,9 mol/m3*
k;=227,85 [mol/m3]-/n p-1 *
k2=1,8[m01/m3]“'1/nh'1 *okok
n=09 *

v=3x102 m/h

E=1x10% m2/h
Ks=2,95x102m2/h
D,=7.2x10"7 m?/h ***
Dm=1x10% m?/h *

*BARBOSA et al. (1996);,

**ROHM & HAAS-Boletim técnico (1989);
***KIRKBY et al. (1986).

****CHASE (1984)

A Figura 4.3 mostra o comportamento tipico da coluna para uma vazio de
alimentagdo de 2.75x106 m’/h. A Figura 4.3A representa o perfil de concentragdo dada pela
curva de rompimento da coluna e a Figura 4.3B representa o perfil de concentragio de
cefalosporina C na fase liquida, ao longo da coluna, no tempo. Analisando a Figura 4.3B, onde
estdo graficados os dados de simulagdo e uma curva de superficie média, verifica-se que a
saturagdo ao longo da coluna é gradativa, sendo que ap6s 6 horas de operagio ela atinge a
saturagdo total. Esta saturagdo pode ser visualizada tanto na curva de rompimento Figura 4.3A
quanto no ponto Z=1 (saida) da coluna na Figura 4.3B.
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(a)
1,0
0,8
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(b)
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Figura 4.3 Valores obtidos da concentragio de cefalosporina C, através de simulagio:
(a) curva de rompimento da coluna; (b) perfil de concentragio de cefalosporina C na fase
liquida ao longo da coluna em fungiio do tempo.
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E interessante notar que esta saturagdo ndo é total, pois C/Co é menor do que um na
saida da coluna mesmo ap6s 10 horas de operagdo. Este fendmeno pode ser explicado pelo
problema difusional que limita o processo de adsorgéo, afetando negativamente a eficiéncia da

coluna.

Este processo pode ser mais facilmente visualizado a partir da Figura 4.4. Nesta
figura, onde estdo graficados os dados de simulag4o e curvas de superficie médias obtidas por
minimos quadrados, estdo representados 4 pontos distintos da coluna (L=0.1,04, 07, e 1).
Cada grafico representa a razio da quantidade de cefalosporina C efetivamente adsorvida (Q)
pela quantidade que estaria adsorvida no equilibrio hipotético (Q*), no respectivo ponto da
coluna, em fungio do raio da particula e do tempo. E de se salientar que o ajuste da superficie
deixa um pouco a desejar, mas a sua fungio é mais de facilitar a visualizagdo dos resultados.

A analise da Figura 4.4 mostra que a adsorgo ocorre principalmente nas camadas
externas da particula, atingindo praticamente zero para r < 0,5. Além disso, a quantidade
adsorvida estda muito aquém da concentragio de equilibrio. Isto pode ser verificado em
qualquer ponto da coluna como ilustram os graficos de Aa D. O maximo valor é obtido na
entrada da coluna (Figura 4.4 A), Q/Q*=0,046, ou seja, menos do que 5% do valor de
equilibrio, e este valor atinge 0,042 Figura 4.4D na saida da coluna. Esta baixa eficiéncia é
devido principalmente as resisténcias de transferéncia de massa externa, que diminua a
concentragio de cefalosporina em fase liquida na superficie da particula, e interna que faz com
que a adsorgdo se processe preferencialmente nas camadas externas da particula.
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Figura 4.4 Perfil de cefalosporina adsorvida em fungdo da posigio radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, usando os

parimetros da Tabela 4.1: A(L=0,1), B(L=0,4), C(L=0,7), D(L=1).
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Para melhor estabelecer estes problemas de resisténcia 4 transferéncia de massa, pode-
se utilizar o nimero de DANMKOHLER que ¢ a relagdo das velocidades maximas de reagdo e
transferéncia de massa.

As equagdes abaixo representam o numero de DAMKOHLER em relagdo a
resisténcia externa

2y 2 1/n
Da = 2K C0Q, @1)
K,Ks
e resisténcia interna
Da = K11< C}‘; Qm (4.2)
2Vef

Os resultados de Da= 0,3 para o primeiro caso e Da= 1,2x10* para o segundo caso
significam que a limitagdo do processo se di na transferéncia de massa interna, ou seja, a

difusdo ¢ a etapa limitante do processo.

Esta caracteristica de baixa eficiéncia ja é conhecida dos pesquisadores, como foi
verificado por HICKETIER et al (1989) e FIROUZTALE et al (1994). sendo uma das
desvantagens na utilizagdo desta resina. Em situagdo semelhante, ¢ dificil melhorar a eficiéncia
do processo através da variagdo dos pardmetros cinéticos e operacionais. Para averiguar a
influéncia destes pardmetros na eficiéncia da coluna, procedeu-se a um estudo paramétrico

mostrado a seguir.

Segundo KAMIMURA 1995, a modelagem e simulagdo torna possivel estudar o
efeito de alteragdes nos parimetros operacionais e cinéticos do processo, e com isso

possibilitar uma analise do comportamento do sistema.

YANG & TSAO 1982, mostra que através da modelagem matematica as taxas de
adsor¢do podem tornar-se processos bem estabelecidos e podem fornecer a base para aplica-la
em diferentes problemas para purificagdo de macromoléculas biologicas.
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Para se ter uma idéia dos parmetros que mais influenciam no processo, fez-se a

analise paramétrica, onde esses parametros for

referéncia como ilustrado na Tabela 4.2.

am variados em 25% acima do valor de

Tabela 4.2 - Valores dos parimetros que foram alterados 25% acima dos

valores dos pardmetros de referéncia.

L=1,3x101m
0=2,25x102m
=045 *
€,=0,525 *
dp=3,71x104m
Co=12 mol/m3

Qm=1,75 mol/m3 *

k,=284,81[mol/m’]"™ *
ky=2,25 [mol/m’]®D" il ****

v=3.75x102 m/h
E=l,25x10‘4 m2/h

Ks=3,69x107> m2/h

D,=9x107 m2/h ***

*BARBOSA et al. (1996),

**ROHM & HAAS-Boletim técnico (1989);
*++KTRKBY et al. (1986).

**+*+*CHASE (1984)

As Figuras 4.5 a 4.30 mostram 0s resultados obtidos nas simulagdes com cada
parametro alterado. A analise destas figuras mostra que a alteragdo nos valores dos diferentes

parimetros ndo altera substancialmente

o funcionamento da coluna. Os graficos sdo

praticamente coincidentes € também se assemelham as Figuras 4.3 e 4.4, que representam a
situagio de referéncia. Em outros termos, pode-se dizer que a eficiéncia do processo €
relativamente pouco afetada dentro da amplitude de alterag@o efetuada dos parametros.

No entanto, para melhor equacionar este fendmeno, estes resultados foram transformados em
fator de sensibilidade, tendo como parémetro a eficiéncia da coluna, detalhado a seguir.
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7ligura 4.5 Valores obtidos de concentracio de cefalosporina C, através de simulacdo
:om 25 % de variacdo no comprimento da coluna (L): (a) curva de rompimento da coluna.
b) perfil de concentragio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em fungio
lo tempo.
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Figura 4.6 Perfil de cefalosporina adsorvida em fungdo da posiciio radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, com variagio de 25%
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(a)

1,0

0,8

0,6

C/Co

04

0,2}

-]
w

0 1 2 3 4 5 6 7
TEMPO(HORAS)

(b)

10

Figura 4.7 Valores obtidos da concentracio de cefalosporina C, através de simulacac
com 25 % de variaciio no didmetro da coluna (9): (a) curva de rompimento da coluna;
(b) perfil de concentragio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em funcdo
do tempo.
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Figura 4.8 Perfil de cefalosporina adsorvida em fungiio da posigdo radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, com variaciio de 25%
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Figura 4.9 Valores obtidos da concentracio de cefalosporina C, através de simulagiic
com 25% de variagdio na porosidade do leito (¢): (a) curva de rompimento da coluna
(b) perfil de concentraciio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em funcéio
do tempo.
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Tigura 4.11 Valores obtidos da concentracio de cefalosporina C, através de simulagio
:om 25% de variaciio na porosidade da particula (ep)* (a) curva de rompimento da coluna;

b) perfil de concentragiio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em fungio
lo tempo.
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Figura 4.12 Perfil de cefalosporina adsorvida em fun¢io da posicdo radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, com variacio de 25%

na porosidade da particula (ep): A(L=0,1), B(L=0,4), C(L=0,7), D(L=1).
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Figura 4.13 Valores obtidos da concentracio de cefalosporina C, através de simulagao
com 25% de variacio no didmetro da particula ( dp ): (a) curva de rompimento da coluna
(b) perfil de concentragio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em funcio
do tempo.

66



L9

A(L=0,1)

0,004
0,008
0,012
0,016
0,020
0,024
0,028
0,032
0,036
0,040
above

B

1N

C(=0,7)

ERRE0ENENR
o
S
w

-
;

Figura 4.14 Perfil de cefalosporina adsorvida em fungfio da posiciio radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, com variagio de 25%
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Tigura 4.15 Valores obtidos de concentragiio de cefalosporina C, através de simulacfio
‘om 25% de variac¢do na concentracio de entrada (Co): (a) curva de rompimento da coluna
b) perfil de concentracéo de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em funcio
lo tempo
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Figura 4.17 Valores obtidos da concentragio de cefalosporina C, através de simulagio
com 25 % de variagdo na constante cinética (Qm): (a) curva de rompimento da coluna;
(b) perfil de concentraciio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em fun¢io
do tempo.
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na constante cinética (Qm): A(L=0,1), B(L=0,4), C(L=0,7), D(L=1).
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Figura 4.19-Valores obtidos de concentraciio de cefalosporina C, através de simulagio
com 25% de variacdo na constante cinética (K1): A-Curva de rompimento da coluna.,
B-Perfil de concentragio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em
fun¢do do tempo.
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Figura 4.20 Perfil de cefalosporina adsorvida em fungéo da posigéo radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, com variagdo de 25%
na constante cinética (K1): A(L=0,1), B(L=0,4), C(L=0,7), D(L=1).
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Figura 4.21 Valores obtidos de concentracio de cefalosporina C, através de simulaca
com 25 % de varia¢dio na constante cinética (K2): (a) curva de rompimento da coluna;
(b) perfil de concentragio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em fungég
do tempo.
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Figura 4.23 Valores obtidos de concentracio de cefalosporina C, através de simulagio
com 25% de variagio na velocidade superficial (v): (a) curva de rompimento da coluna;
(b) perfil de concentragiio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em funcio
do tempo.
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Figura 4.24 Perfil de cefalosporina adsorvida em funcfio da posi¢iio radial e do tempo, em 4 pontos da coluna, com variacdo de 25%

na velocidade superficial (v): A(L=0,1), B(L=0,4), C(L=0,7), D(L=1).
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Figura 4.25 Valores obtidos da concentracio de cefalosporina C, através de simulacéo
rom 25 % de variacio na dispersdo axial (E): (a) curva de rompimento da coluna;
'b) perfil de concentragiio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em fungdo
lo tempo.
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Figura 4.27 Valores obtidos de concentragio de cefalosporina C, através de simulagéo
com 25 % de variaciio no coeficente glabal de transferéncia de massa (Ks): (a) curva de
rompimento da coluna; (b) perfil de concentraciio de cefalosporina C na fase liquida ao
longo da coluna em fungdo do tempo.

80



I8

A(L=0,1) B(L=0,4)

0,005
0,010
0,015
0,020
0,025
0,030
0,035
0,040
0,045
0,050
above

ARENECENENN

C(L=0,7)

Il 0,005 Il 0,005
I 0,010 0,000
Hl 0,015 Hl 0,014

0,019 0,019

0,024 4 0,024
[ 0,029 [ 0,028
3 0,034 3 0,033
= 0,039 = 0,038

0,044 0,043
Hl 0,049 Bl 0,047
- above - above
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Tigura 4.29 Valores obtidos de concentracio de cefalosporina C, através de simulacdes
:om 25 % de variacio na difusividade efetiva ( D ): (a) curva de rompimento da coluna;

b) perfil de concentracio de cefalosporina C na fase liquida ao longo da coluna em fungdo
lo tempo.
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4.1 - Estudo do fator de sensibilidade

4.1.1 - Calculo da eficiéncia da coluna

A eficiéncia da coluna foi definida como sendo a razdo da quantidade retida pelo leito
sobre a quantidade aplicada, sendo calculada conforme Equagio (4.3).

Qads(C/Co=0,1
¢ = (C/Co=0,1) (4.3)
Qads(C/Co=0,9)

Os valores de Quqq/co=0,1) © Qads(C/Co=0,9) S0 definidos, respectivamente
conforme apresentado nas Equagdes (4.4) e (4.5).

Qags = CoVt(c/co=0,1) (4.4
C(®)
Qads(C/Co=0,9) = COVat(c/Co=0,9) - Vz —(To—dt Co 4.5)

Escolheu-se o valor de C/Co=0,1 na curva de saida, pois este é um valor usado na
pratica para interferir a alimentagdo das colunas. Os valores de Qug5(C/co=0,9) €St30
apresentados na Tabela (4.3) bem como os valores das eficiéncias calculadas para cada

pardmetro com respectivo tempo de saturagio da coluna.

4.1.2 - Fator de sensibilidade dos parametros

O fator de sensibilidade foi usado como indicador desta influéncia. A sensibilidade foi
calculada com base na eficiéncia da coluna como parametro de saida e os parametros cinéticos
e operacionais como parametros de entrada, este fator representa o ganho ou perda do

processo no estado estacionario.
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O fator de sensibilidade foi calculado conforme a definigio:

valor obtido da varidvel de saida - valor desta variavel nas condicdes de referéncia
valor desta variavel nas condigdes de referéncia

valor alterado da varigvel de entrada - valor desta variavel na referéncia
valor da variavel de entrada nas condi¢des de referéncia

valor obtido da variavel de saida - valor desta variivel nas condicdes de referéncia
valor desta variavel nas condigdes de referéncia

valor referéncia x 1.25 - valor referéncia
valor de referéncia

valor obtido da variavel de saida - valor desta variavel nas condicdes de referéncia
valor desta variavel nas condigdes de referéncia

0,25

valor obtido da variavel de saida - valor desta variavel nas condigdes de referéncia
x4

valor desta variavel nas condigdes de referéncia

(4.6)

A Tabela (4,3) reiine os valores dos Qaq5(C/Co=0.9), das eficiéncias obtidas para cada

Tabela 4.3 - Valores da eficiéncia (¢) e sensibilidade (S) para os parimetros
alterados, comparados com o modelo padrio (¢=61 e t=2,5 h)

pardmetro modificado e do fator de sensibilidade. O fator de sensibilidade representa a
porcentagem de alteragio na eficiéncia por unidade de porcentagem alterada do parimetro de
entrada. Valores negativos representam queda e positivos ganhos de eficiéncia.

Parametros Qads(c/co~0,9)

(mol cef) ¢ S
L (m) 1,32x1077 64 +1,9x10-1
0 (m) 1,62x1077 61 0
€ 1,30x1077 60 -6,5x102
£ 1,01x107 64 +1,9x10-1
d{é(m) 1,39x10-7 61 0
Co (mol/m3) 1,67x107 50 -7,2x10°1
Qm (mol/m3) 1,04x10°7 62 +6,5x10-!
k; (m3/mol h) 1,04x10-7 64 +1,9x101
k, (I/h) 1,05x10-7 61 0
v (m/h) 1,02x10-7 65 +2,6x10°1
E (m?/h) 1,00x10-7 61 0
Ks 1,03x107 62 +6,6x10-2
D, (m?/h) 1,04x10-7 64 +1,9x10-1
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A principal vantagem do modelo validado é que ele pode ser utilizado para simular
condi¢bes experimentais. Nesta se¢do utilizamos o modelo para analisar sistematicamente o

efeito dos pardmetros mostrados na Tabela 4.3.

Analisando os dados observa-se que a concentragdo inicial e a porosidade do leito
quando aumentados diminuem a eficiéncia do processo. Particularmente, a concentragio inicial
¢ a que mais afeta a eficiéncia do processo devido provavelmente a baixa capacidade de

adsor¢do da resina.

A Figura 4.11 examina o efeito da porosidade da particula na curva de rompimento,
onde uma pequena mudan¢a na porosidade tem um efeito pronunciado na curva de
rompimento melhorando a capacidade de adsorgdo. Quando a porosidade ¢ aumentada 25% a
curva de rompimento € deslocada para a esquerda e pode ser observado na Tabela 4.3 que a
sensibilidade € positiva, ou seja, melhora a eficiéncia da coluna. No entanto SRIDHAR, ef al
(1994), analisando a influéncia da porosidade das particulas de resina XAD-16 na faixa de 0,7,
superior a porosidade trabalhada neste trabalho que é de 0,45, verificaram que um pequeno
incremento afeta substancialmente a eficiéncia da coluna, como pode se observado na Tabela
44

Tabela 4.4 Efeito da porosidade da particula, resina XAD-16

Porosidade da Particula Eficiéncia ¢
0,70 70
0,74 58,7

Por outro lado, em relagio aos parimetros cinéticos, a sensibilidade € positiva para as
constantes Qm e K e nula para K5, indicando que estes pardmetros devem ser otimizados
previamente, pois eles dependem das condi¢des do meio como pH, forga idnica, temperatura.
Segundo KAMIMURA,(1995) a quantidade méxima de adsorgdo Qm e a constante K1 quando
alterados 25% em relagdo ao padrio, apresentam uma sensibilidade positiva, que representa
um ganho na eficiéncia da coluna. Além disso os parimetros Qm e K1, que favorecem o
processo quando aumentados, dependem intrinsecamente da interagdo adsorvato-adsorvente, e
nao € sujeito a manipulagdes, salvo na etapa de selegdo da resina e da escolha das condi¢des de
operagdo. O aumento da difusividade efetiva, conforme poderia-se esperar, também melhora a

eficiéncia do processo, visto que proporciona uma menor resisténcia a difusio interna.
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O aumento no comprimento da coluna acarreta em um aumento na eficiéncia do
processo. Isto se deve ao fato de que quando o comprimento da coluna aumenta, a fragdo ndo
utilizada da coluna decresce, e portanto aumentando a eficiéncia. No entanto, provoca uma
queda na produtividade da coluna. Da mesma forma, FIROUZTALE et al (1994) verifica que
a eficiéncia aumenta em decorrer de um incremento da coluna, trabalhando com resina XAD-
16, com didmetro de particulas de 310 pum, didmetro interno da coluna de 2 cm, velocidade
superficial de 573 cm/h, e concentra¢do de entrada de 10 mg/ml. Estes dados sdo reportados
na Tabela 4.5, onde um incremento de 100% na coluna melhora a eficiéncia substancialmente.

Tabela 4.5 Efeito do tamanho da coluna na eficiéncia

Comprimento da coluna Eficiéncia
(Cm) ¢
12,5 24
25,0 46
50,0 70
75,0 80

A Figura 4.13 descreve o efeito do tamanho da particula na curva de rompimento da
cefalosporina C ,numa coluna de 1,3x10™ x 2,25x107 m, com velocidade superficial 3,75x102
m/h e didmetro de particula de 3,71x10* m. Com o aumento do didmetro da particula verifica-
se, que o perfil da curva de rompimento torna-se mais alongado e o tempo de rompimento
mais curto. No entanto, estas mudangas séo muito pequenas e ndo afetam a sensibilidade que é
zero. Poderia-se prever que um aumento maior do que 25% provocaria uma queda da
eficiéncia como observado por FIROUZTALE et al (1994). Estes autores, trabalhando com
didmetros de resinas menores que as utilizadas no presente trabalho e ilustrado na Tabela 4.6,
verificaram que, o incremento no didmetro da resina, de 84 pm até 486.um, provocam uma
queda na eficiéncia de 0,89 para 0,08.Segundo SRIDHAR,(1994), mudangas no tamanho das
particulas afetam o coeficiente do transferéncia de massa do filme liquido. Por exemplo, se a
velocidade superficial (v) nio é mudada, a correlagdo de WILSON & GEANKOPLES (1966),
equagdo (4.7), indica que Ks é proporcional a Rp™*, onde um incremento no valor do raio
diminui o coeficiente de transferéncia de massa.

Ks=2,50(Ng.) 2> 4.7)
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Tabela 4.6 - Efeito do tamanho das particulas com fase-reversa tipo XAD-16

Diémetro Resina (um) Eficiéncia (¢)

84 0,89
116 0,80
200 0,51
310 0,24
486 0,08

O aumento da velocidade superficial (v) promove um consideravel aumento da
eficiéncia da coluna, isto possivelmente devido a diminuigio da resisténcia na pelicula a
transferéncia de massa. O aumento da velocidade superficial neste contexto proporciona um
escoamento que favorece o processo. Segundo SRIDHAR et af (1994), a velocidade
superficial afeta o coeficiente do filme de transferéncia de massa. Se R ndo ¢ alterado, a
correlagdo de WILSON & GEANKOPLIS ( 1966) indica que Ks € proporcional a v | onde
um incremento na velocidade superficial leva a um incremento no coeficiente de transferéncia
de massa nesta forma, a curva de rompimento é mais rapida para velocidades superficiais mais
altas. No entanto, o efeito favoravel do aumento da velocidade € limitado até um valor de
velocidade ideal, a partir da qual efeitos contrarios sio observados. O trabalho de
FIROUZTALE et al (1994), trabalhando com resina XAD-16 numa coluna de 6,2 x 1,0 cm,
operando com didmetro da particula de 84 (um) e uma concentrag¢@o de entrada de 10 mg/mi,
cujos dados estdo reportados na Tabela (4.7) ilustra este comportamento. Verifica-se que
ocorre uma diminui¢3o da eficiéncia com o aumento da velocidade superficial.

Tabela 4.7 - Efeito da velocidade superficial numa coluna Amberchrom CG-

161
Velocidade superficial (cm/h) Eficiéncia (¢)
191 0,91
382 0,84
764 0,73
1528 0,53
2292 0,41

88



Capitulo IV - Resultados

A contribui¢do do coeficiente de dispersdo axial é nula em relagio & eficiéncia da
coluna, por ser este processo controlado pela difusdo intraparticular. Segundo WAKAO
(1978), se a adsorgdo (ou reagdo) dentro da particula € suficientemente forte e rapida, o perfil
de concentragdo através da particula torna-se assimétrico, e isto pode levar a contribui¢des
significativas da dispersdo axial. Este efeito somente & importante se est4 no regime de baixo
namero de Reynolds, pois em nimeros de Reynolds altos existe mistura turbulenta suficiente
para garantir uma concentragio uniforme na fronteira ao redor de cada particula.
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V - CONCLUSOES

A descrigdio de um modelo matematico que represente todo comportamento de
escoamento de um fluido ao longo de uma coluna de leito fixo, onde os efeitos da dispersdo
axial, resisténcia intraparticular e pelicula externa sio considerados, mostrou ser adequada para
o estudo do comportamento do processo de adsor¢do de cefalosporina C em resina XAD-2.

Nio existe na literatura uma representagio da taxa de adsor¢do com o tempo para
cinéticas cujo comportamento no equilibrio aproxime-se da isoterma de Freundlich, como é o
caso da adsor¢do da cefalosporina C, Kirkby et al (1986). O modelo cinético sugerido visa de
uma maneira bastante simples representar um comportamento cinético o mais préximo dos
modelos observados na literatura (Chase,(1984), Kirkby et al (1986), que normalmente
apresentam-se no equilibrio como isotermas de Langmuir ou Freundlich. Embora a isoterma
proposta se ajuste bem aos dados experimentais, verifica-se a necessidade de tornar o processo
mais eficiente em relagdo a adsorgdo de cefalosporina C, visto a baixa capacidade de adsorgdo
observada. Os parimetros cinéticos, conforme foi apresentado, sio de suma importédncia para
uma boa eficiéncia do processo.

A metodologia numérica de integragio das equagdes do modelo, essencialmente
Crank-Nicholson e Runge-Kutta de 4* ordem, foram adequadas para descrever o perfil de
concentragio do produto ao longo da coluna, assim como, o perfil no interior das particulas.

Verificou-se que a adsorgdo ocorre nas camadas externas da resina, fato este
explicado pela limitagdo causada pela resisténcia a difusdo intraparticular.

O estudo paramétrico mostrou que certos pardmetros sdo importantes no aumento da
eficiéncia da coluna. Os parimetros foram a velocidade superficial, o comprimento da coluna,
as constantes cinéticas K1 ¢ Qm, e a porosidade da particula. Em relagio a velocidade
superficial, a literatura mostra que este efeito é benéfico até um dado valor de v, a partir do
qual a eficiéncia diminui. Portanto, um valor 6timo deve ser determinado.

Quanto ao comprimento da coluna, o incremento é benéfico, porém o tempo de
processo aumentado, o que pode acarretar perdas de produto ativo. Portanto, um
compromisso entre aumento de eficiéncia e perda de atividade tem que ser encontrado. Além
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disso, o comprimento ¢ limitado pelas dificuldades operacionais de se trabalhar com colunas
extremamente longas. A solugfo para este caso poderia ser colunas colocadas em série.

A cinética do processo é importante e as condi¢des de adsorgdo devem ser otimizadas
previamente 4 opera¢do da coluna. Condi¢des como pH, concentragdo idnica e temperatura
afetam as constantes cinéticas e portanto devem ser objeto de estudo prévio.

Finalmente, a porosidade da particula ¢ um fator importante no aumento da eficiéncia,
cabendo ao produtor obter particulas com maior porosidade a fim de melhorar a eficiéncia do

processo.
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VI - RECOMENDACOES

1 E necessario que se otimize experimentalmente o processo de adsor¢io de
cefalosporina C em resina amberlite XAD-2. Os parametros cinéticos assim obtidos sio de
suma importincia para uma boa analise de comportamento do processo de purificagio por
cromatografia.

2 Realizar ensaio experimental em coluna cromatografica de dimensdes e
caracteristicas de operagdo idénticas as utilizadas nas simulagdes. Com esses valores
experimentais pode-se novamente através das simulagdes convalidar o modelo.
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