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RESUMO

A cefalosporina C ¢ um importante antibidtico B - lactamico, obtida por cultivo de fungos do
género Cephalosporium, constituindo a matéria-prima para a sintese de inlimeros antibioticos
de largo espectro de agiio microbiana, sendo que sua recuperagio ¢ purificagdo constitui a
etapa mais onerosa do processo, Neste trabalho realizou-se um estudo experimental a respeito
da separagiio de cefalosporina C em coluna de leito fixo contendo Amberlite XAD-2 como
adsorvente, verificando o comportamento das curvas de ruptura em diferentes condigdes
geométricas e operacionais (relagfio comprimento do feito - didmetro da coluna L/@, relagio
didmetro da particuta - didmetro da coluna d,/8, velocidade superficial v), bem como o efeito
destas varidveis sobre a eficiéneia de utilizagio do leito da coluna, gquantidade de
cefalosporina C adsorvida e produtividade, através da determinagio do fator de sensibilidade.
Foi proposto wm meodelo matematico para a adsor¢lo de cefalosporina C em coluna de leito
fixo que considerou a resisténeia externa ¢ interna a transferéneia de massi, assim como a
dispersiio axial. Este modelo foi obtido a partir de balancos de massa ¢ equagdes cinéticas de
adsorcio (isoterma de Langmuir), com resolugio numeérica através do método de Crank-
Nicolson para as equagdes diferenciais parciais, utilizando matrizes tridiagonais, e do método
de Runge-Kutta de 4 * ordem para as equagdes diferenciais ordinarias. Para o ajuste dos
parimetros do modelo matematico aplicou-se 0 meétodo simplex geométrico flexivel de
NELDER & MEAD (1965), conhecido como método dos poliedros flexiveis ou simplex
modificado. Os resultados experimentais mostraram que o aumento de 140 e a reduglo de
d,/6 e v melboraram a eficiéneia de wutilizagio do leito da coluna ¢ a quantidade de
cefalosporina C adsorvida no tempo de ruptura. A produtividade ol incrementada com ©
aumento de L/8 e v, ¢ com a reducdo de d,/0. Além disso, foi observado que o processo de
adsorgiio ¢ limitado pela transferéncia de massa interna, sendo que 2 difusBo intraparticular ¢
a etapa limitante do processo. Finalmente, o ajuste dos pardmetros do modelo matematico
mostrou que as estimativas iniciais adotadas para as constantes cinéticas ¢ de equifibrio da
isoterma de Langmuir foram satisfatérias ¢ que a curva de ruptura foi muite afetada pela

ditusividade efetiva e porosidade do leito.

xi



SUMMARY

Cephalosporin C is a § - lactam antibiotic, produced by Cephalosporizzn m submerged
culture, constituting the raw material of several synthetic antibiotics, Its purification is the
most expensive step of the process. In this work, an experimental investigation on
cephalosporin C separation in fixed bed column with Amberlhite XAD-2, describing the
behavior of breakthrough curves at different conditions (bed depth - column diameter ratio
L/8, particle size - column diameter ratio d,/0 , superficial velocity v), was carryed out. The
gffect of these variables in the bed utilisation efficiency, adsorbed cephalosporin € and
productivity was analyzed using the sensitivity factor. A mathematical model for the
cephalosporin C adsorption in fixed bed column was suggested, considering internal and
external mass transfer resistances and axial dispersion. This model was obtained from a mass
balance and kinetic equations of adsorption (Langmuir isotherm). The numerical resolution
was obtained using Crank-Nicolson method for the partial differential equations and 4" order
Runge-Kutta method for the ordinary differential equations. The model parameters fitting was
performed using simplex method (NELDER & MEAD, 1969). The experimental results
showed that an increase in L/ and a decrease in d, /0 and v lead to an improve in the bed
utilisation efficiency and in adsorbed cephalosporin C at the time fo Dbreakthrough.
Productivity was increased with an increase in L/0 and v, and with a decrease n d /0.
Morepver, it was observed that adsorption process is limited by internal mass transfer.
Intraparticle diffusion is the process critical step. The fitted parameters showed that the
initial estimates for the kinetics and equilibrium constants according to a Langmuir isotherm
were satisfactory. Finally, the effective diffusivity and bed porosity affected considerably the

hreakthrough curves.
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1. INTROBUCAO

Durante a II Guerra Mundial a demanda por agentes quimioterapéuticos conduzin ao
desenvolvimento do primeiro processo de produgio de antibidtico em grande escala, a
penicilina, descrita por Alexander Fleming em 1929 e isolada por Florey ¢ Clain em 1940.
Iniciava-se a era de investigagfio sobre antibidticos, que propiciou avancos importantes no
campo da esterilizaglo, aeragiio e crescimento de microrganismos, bem como nas téenicas de

purificacdio de produtos biologicos.

Ate 1960 os principais produtos biotecnologicos foram os antibitticos. Mediante
intensos esforgos da industria farmacéutica, novos compostos foram descobertos ¢ produzidos

em escala comercial (CRUEGER & CRUEGER, 1993,

Em 1945, na ilha de Sardenha, Giuseppe Brotzu isolou da agua do mar um organismo
com atividade antibidtica sobre bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas, sendo
identificado como Acremonium chrysogenum, tendo sido observada a producdo de dois

compostos: cefalosporina N e P,

A cefalosporina N (penicilina N) foi purificada por Abraham e colaboradores em
1954, sendo que observaram a presen¢a de um segundo antibidtico, cefalosporina C, gue
apresentava resisténcia a enzima penicilase, ao contrdric da cefalosporina N, iniciando um

novo capitulo na historia da indistria de antibidticos (NEWTON & ABRAHAM, 1955),

As cefalosporinas naturais, antibidticos $ - lactdmicos, sdo produzidas
comerciaimente principalmente por cepas de Cephalosporium acremonium. Por hidrolise da
cefalosporina C tem-se o dcido 7-aminocefalospornico, a partir do qual obtém-se diversas
cefalosporinas semi-sintéticas mais potentes, similares as penicilinas de espectro ampliado,
apresentando ainda vantagens, como menor incidéncia de reagfes alérgicas e possibilidade de
administracdo por via oral. Constituem o grupo mais importante de antibidticos, com
aproximadamente 29 % do mercado mundial (CRUEGER & CRUEGER, 1993}



Pelo fato do Brasil depender quase que exclusivamente da importacio de matérias-
primas para fabricagio de antibidticos, case da cefaiosporina C, torna-se importante o

dominio do processo para sua produgio.

Esse processo pode ser dividido em duas etapas distintas: o cultive do fungo para
produgdo de cefalosporina C, ¢ a recuperagio ¢ purificagdo desta, presente em pequenas
concentracdes no liquide fermentado. Esta tltima representa grande parcela do custo de
producio, sendo a otimizaclo dessa etapa determinante da competitividade do produto no

mercado,

E necessario, portanto. técnicas eficientes de otimizagdo e “scale-up” para essa
purificacio. Um método consiste em desenvolver modelos matematicos Que, uma vez
valtdados, podem ser utilizados no estudo do efeito de cada varidvel na eficiéneia da
purificagio, em diferentes escalas, dispensando ensaios experimentais dispendiosos. Todavia,

¢ste tema ainda € pouco explorado em pesquisa.

Por sua natureza hidrofilica, a cefalosporina C ¢ separada por adsorciio
cromatografica, ao contrario da penicilina G, hidrofobica, extraida do meio de cultura por

solventes organicos.

Bste trabalho tem por objetivo um estudo experimental preliminar a respeito da
separagdo de cefalosporina C em coluna de leito fixo contendo Amberlite XAD-2 como
adsorvente (processo convencional), verificando o comportamento das curvas de ruptura em
diferentes condigdes geométricas e operacionais (relagio comprimento do leito - didmetro da
coluna, relagiio didmetro da particula - didmetro da coluna, velocidade superficial), bem
como a avaliagdo, através do fator de sensibilidade, do impacto destas variaveis sobre a
eficiéncia de utilizagdo leito de particulas da coluna, quantidades adsorvidas de cefalosporina

 no tempo de nuptura ¢ no tempo de exaustdo ¢ produtividade.

Também objetiva-se a proposigdo de um modelo matemdtico que represente o
processo, elaborando uma metodologia para sua validagfio, que consiste no ajuste dos
pardmetros do modelo matematico por regressdio nfo-linear, através do método simplex

geométrico flexivel de NELDER & MEAD (1963), ou simplex modificado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Antibiéticos

2.1.1. Generalidades

ZAHNER (1978, citado por CRUEGER & CRUEGER (1993), define os antibiéticos
como produtos do metabolismo secundério que inibem o processo de crescimento de outros
microrganismos, mesmo quando em baixas concemiragdes, sendo  produzidos por grande

nirmero de bactérias, actinomicetos e fungos.

De acordo com BERDY (1985), citado por CRUEGER & CRUEGER (1993), os
antibidticos podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica, podendo ser
agrupados em 9 categorias: antibidticos que contém carboidratos: lactonas macrociclicas;
quinonas e antibidticos relacionados; aminodcidos e antibidticos peptidicos; antibioticos
heterociclicos que contém nitrogénio; antibidticos heterociclicos que contém oxigénio;

derivados aliciclicos; antibioticos aromaticos; antibidticos alifaticos.

Os antibidticos § - lactdmicos estdo incluidos na classe dos antibidticos peptidicos.
Sdo caracterizados pela fusio de um anel lactdmico de 4 membros € um anel de 5 ou b6
membros contendo enxofre, podendo ser divididos em 3 grupos diferentes, sendo que as
penicilinas e cefalosporinas estio entre os mais efetivos agentes terapéuticos para o controle

de enfermidades infecciosas,

Conforme GHOSH er a/if (1996), para uma producio mundial de 50.000 toneladas de

antibidticos, o grupo de antibiéticos f - lactdmicos contribuiu com 30.000 toneladas,



2.1.2. As Cefalosporinas

As cefalosporinas naturais sfo obtidas a partir do cultivo de fungos, principalmente
Cephalosporium acremonium |, sendo a mats importante a cefalosporing €. Contudo,

terapeuticamente s6 utilizam-se derivados semi-sintéticos.

Antibidticos cefalospordnicos sio também produzidos por outros fungos, como
Emericellopsis e Paecilomyces, e em 1971 foram encontradas as primetras cefamicinas {7~
metoxi-cefalosporinas), produzidas por varias espécies de Streptomyees € por Nocardia

lactemdurans,

QO ntcleo guimico comum as cefalosporinas ¢ constituido por um  sistema anelar
formado por um anel §§ - lactimico ¢ um anel hexagonal de dihidrotiazina, como observado

na figura 2.1,

R, H
RI \ _,:" 3 - S
SO, ¥
Q f;// / C H 7 - R 3
COOH
Anel Anel

8 - lactdmico dihidrotiazinico
Figura 2.1: Estrutura basica das cefalosporinas. Fonte: Crueger & Crueger (1993).

As distintas cefalosporinas distinguem-se por suas cadetas laterais (R, R; e Ry}, e por

sua origem classificam-s¢ em naturais e semi-sintéticas {primeira, segunda e terceira

geragéo).

As principais cefalosporinas naturais presentes em filtrados de cultura de
Cephalosporium  acremonium  sio  as cefalosporinas €, N ¢ P, bem como

desacetilcefalosperina C ¢ desacetoxicefalosporina C, intermedidrias da biossintese da



cetalosporina C, e 4cido 7-aminocefalosporinico { VOSER & WEISS. 19801, Os residuos Ry,

Ry e R; correspondentes sdo mostrados na tabela 2.1.

SHEN er alii (1986) comentam que as cepas industriais de Cephalosporium
acremonium C-10 ¢ CW-19, disponiveis para a comunidade cientifica, produzem 3.6 @l ¢

1,15 g/l, respectivamente.

Por hidrélise da cefalosporina C, separando-se a cadeia lateral alifatica unids ac anel
B - lactdmico, obtém-se o 4cido 7 - aminocefalosporamico (7 - ACA), a partit do gual obtém-
s¢ diversas cefalosporinas semi-sintéticas mais potentes (de primeira geraglo), similares as
penicilinas de espectro ampliado, como ampicilina e amoxilina, podendo ser usadas para
estafilococos  resistentes & penicilina. As cefalosporinas de segunda e terceira geracio
apresentam espectro de agdo crescente. Cefapiring, cefamandole, cefazolina, cefalexina,
cefaloting, cefaloglicina, cefradina, cefaloridina, cefazolina, cefuroxima e cefoxitina sio

algumas cefalosporinas semi-sintéticas importantes citadas por GOSH er /i {19973,

Tabela 2.1: Residuos Ry, R; ¢ R; dos principais compostos P-lactimicos presentes em

culturas de Cephalosporium acremonium,

Produto Rl Rg R3
CotlospormaC T BEGE
Desacetilcefalosporing C | -OH -H
s CH - (CH:): CO -
Desacetoxicefalosporina C | -H -H
COOH
Acido 7-Aminocefalosporinico -NH, -OCOCH; -H

Fonte: Voser & Weiss (1980).

Segundo GALE et alii (1972) a mudanga na atividade sobre bactérias Gram positivas e

Gram negativas resulta de alteragSes nas cadeias laterais da molécula de cefalosporina C.



As modificagdes no anel B - lactdmico podem ser feitas em 3 posigdes distintas, 7 a,
7 B e 3, sendo que nas posicies 7 a e 7 B ha significativo aumento da resisténciz a B~

lactamases (SMITH, 1985).

A agdo das cefalosporinas € especialmente bactericida, inibindo a sintese  do
mucopeptidio peptoglicano, que forma a parede celular bacteriana, De acordo com GALE er
afii (1972) as cefalosporinas inibem a enzima transpeptidase, essencial na formacéo do

peptoglicano, formando irreversivelmente um complexo inativo.

Conforme NEWTON & ABRAHAM (1955} a cefalosporina C é hidrofilica ¢
quimicamente anfotérica, sendo estivel em solugles aquosas de pH 3 & temperatura
ambiente, mas ¢ rapidamente inativada em pH 12. Os valores de pK dos grupos 4cidos sio 3,1
¢ 2.6, ¢ o grupo bdsico tem pK de 9.8 O espectro de absor¢do da luz ultravioleta mostra

absor¢do maxima para o comprimento de onda de 260 nm.

2.2, Métodos de Purificaciio

2.2.1. Aspectos Gerais

Um dos aspectos mais criticos de um processo de fermentacdo industrial & a
recuperacdo ¢ purificagdo do bioproduto. A selegio das etapas apropriadas depende da
natureza do produto final, sua concentragiio, subprodutos presentes, estabilidade do material
biolégico e grau de purificagio necessario (CRUEGER & CRUEGER, 1993},

De acordo com BAILEY & OLLIS (1986) um processo de purificacio tipico pode ser

dividido em 4 etapas principais.

Primeiramente, o produto é separado dos organismos produtores e outros materiais
insohiveis por uma separagdio solido-liguido, como por exemplo filtragio ou centrifugacio,

poadendo haver necessidade de ruptura das células, no caso de substancias intracelulares,



Na segunda etapa, substdneias gue diferem consideravelmente em suas propriedades
fisico-guimicas s3o removidas do produto. Oz métedos usados sfio ndo - especifices, como
“salting-out”, extragio por solvente, ultrafiltraglio ou adsor¢lio. Esta etapa pode resultar em
consideravel aumento da concentragfio de produto, o gue facilita as ctapas seguintes de

purificagdo.

Na purificagfo, empregam-se métodos altamente seletivos para remover substineias
que tem propriedades muito semelhantes as do produto , como os métodos cromatograficos,

precipitacio por bicafinidade ¢ eletroforese.

A quarta etapa, separagfo final do produto, inclui eristalizagfio, centrifugacio ou

liofilizaclo do produto final, estando relacionada 4 forma de comercializago do produte.

2.2.2. Métodos Cromatogrificos de Purificacfio

Segundo WANG (1990) bioprodutos sfio geralmente produzidos em  baixas
concentragbes no meio de fermentagfio, de composicio compilexa, sendo gue téenicas de
separagdo altamente seletivas como as cromatograficas siio normalmente usadas para isolar ¢
purificar esses bioprodutos, devido aos solutos na mistura apresentarem afinidades distintas
com o adsorvente, conseqiiéncia das diferengas no tamanho molecular, distribuiglo de

cargas, forpas eletrostaticas de grupos carregados, hidrofobicidade ou pontes de hidrogénio.

CHASE (1984) comenta gque o produto desgjado {(adsorvato) liga-se ao suporte
insolivel, ficando portanto adsorvido & fase estaciondria. Considerando que a higag@o sgja
suficientemente forte, compostos indesejaveis podem ser removidos por lavagem, sem perda
de adsorvato. Por alteracfio das condiches quimicas ou fisicas, o adsorvato pode ser removido
do adsorvente, o que se denomina eluiglo ou dessorcio. Apbs a eluiglo, o adsorvente pode

ser regenerado para uso em outre ciclo de operagio.

GHOSH et alii (1996) mencionam que o8 métodos cromatograficos sio vantajosos por
apresentarem condicBes brandas de operagio {temperatura ambiente ¢ meios tamponados),
simplicidade para ampliagiio de escala ¢ capacidade de obter-se um alto grau de pureza ¢

recuperagie do produto.



Contorme COLLINS (1995} 0s métodos cromatograticos podem ser classificados de
acordo com o mecanismo de separacio envolvido. que pode ser por processos fisicos,

quimicos ou mecanicos, como mostrado na tabela 2.2

A cromatografia de adsorcio é baseada na distribuigdo de substincias entre uma fase
movel ¢ uma fase estacionaria, devido a interages entre os componentes ¢ a superficie

cromatografica (FREITAG & HORVATH, 1995),

De acordo com VOSER (1982) este método cromatogratico € baseado na interagio
de um soluto com a superficie do adsorvente por for¢as de van der Waals, servindo
principalmente para enriquecer a solugio em produto. tornando as etapas subseqientes,

como a cromatografia de troca 16nica, mais eficientes.

Tabela 2.2: Classificacio dos métodes cromatogrificos de acordo com as interacdes

adsorvente-soluto.
Tipo Processo Interacdo Molecular
TR Adsor@éo _____________________________________ ForqasdemnderWaais
Fisico Absorcio/Partigio Polandade
Quimico Troca [8nica Carga
Quimico Cromatografia de Afinidade  Atragfio Bioespecifica
Mecénico Filtragao em Gel Difusdo em Pores

Fonte: Collins (1993},

COLLINS (1995) comenta que, quando a fase estacionaria ¢ um liquido, espalhado na
superticie de um suporte sélido inerte, o processo § intrafacial, ocorrendo por absorgo, ou
partic8o, que se baseia nas diferentes solubilidades dos componentes da amostra na fase
estaciondaria. O retomo dos componentes a fase movel depende de sua volatilidade (fase

movel gasosa), ou de sua solubilidade nesta fase (fase movel liquida).

Conforme BAILEY & OLLIS (1986) a cromatografia de troca 16nica consiste na

passagem da soluclo através de uma coluna de leito fixo contendo resina de troca idnica. O



soluto liga-se & resina por forcas cletrostaticas. cuja intensidade depende do pH de
alimentagdo. A eluicio ¢ feita com tampdes de pH  e/ou forca idmica adequados,

possibilitando uma dessorcio seqiiencial das espectes ligadas a resina.

A cromatografia por afinidade envolve nteragdes altamente especificas baseadas no
reconhecimento molecular, com efeito combinado de forgas de van der Waals, forgas
cletrostaticas, forgas hidrofébicas, pontes de hidrogénio e complementaridade estérica
(FREITAG & HORVATH, 1995),

Na filtragdo em gel, a coluna ¢ empacotada com particulas de gel com poros de
tamanho caracteristico. Moléculas maiores que esses poros ndo podem difundir-se através do
gel, passando rapidamente através da coluna, enquanto moléculas menores penetram no gel e

movem-se mais lentamente (BAILEY & OLLIS. 1986).

2.2.3. Cromatografia de Adsorcdo

2.2.3.1. Adsorventes poliméricos nio-polares

KIRKBY er alii (1986) comentam que a cromatografia de fase reversa ¢ um
importante método para a recuperagio de cefalosporina C de meios de cultura, usando resinas

macroporosas ndo - polares de poliestireno.

Resinas de poliestireno ndo-polares sdo indicadas especialmente para o isolamento de
metabolitos secundarios de baixo peso molecular, caso da cefalosporina C. VOSER (1982)

menciona o uso de Amberlite XAD - 2 na purificacio de cefalosporing C.

De acordo com GJERDE & FRITZ (1987) a resina é preparada pela polimerizagéo do
estireno, no entanto uma pequena quantidade de divinilbenzeno é adicionada durante a
polimerizagdo para a reticulacio {(“crosslinking™) da resina. O “crosslinking” confere
estabilidade mecénica e diminui sensivelmente 2 solubilidade do polimero por aumento do

peso molecular.



Cada particula da resina macroreticular contém muitas microesferas, intercaladas por
canais, conferindo uma area superficial muito elevada. Na figura 2.2 € ilustrada a estrutura
da particula de resina Amberlite XAD-2 e o fendmeno de adsorgfio em uma secdio desta

resing.
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e
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() {b)

Figura 2.2: Amberlite XAD-2. (a) Estrutura da particula da resina. (b} Representacio
esquemitica do fendmeno da adsorgiie. ( __ ) representa a secfio hidrofébica do

adsorbato. (") representa a se¢io hidrofilica do adsorbato. Fonte: Robhm & Haas

Company (1989).

Em moléculas presentes em solugles aquosas, com uma extremidade hidrofilica ¢
uma hidrofébica, esta (ltima ¢ atraida por adsorventes ndo-polares, tais como Amberlite
XAD-2 ¢ Amberlite XAD—4, enguanto que a segdo hidrofilica da molécula permanece
orientada na fase aquosa. Além disso, a seletividade e a extensdo da adsorgdo aumentam
com 4a hidrofobicidade da molécula orginica. Portanto, por mudanga ne balango

hidrofobico/hidrofilico da molécula adsorvida, pode-se mudar a extensfio da adsorcéo.

A resina Amberlite XAD-2 ¢ considerada excelente com respeito as suas propriedades
de eluigiio e regeneracio, seletividade ¢ estabilidade quimica e mecénica. A capacidade de

adsorcdio, no entanto, & relativamente baixa (VOSER, 1982).
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KASTNER & GOLKER (1987) mencionam que a capacidade da resina Amberlite
XAD-2 ¢ de aproximadamente 7 g/l de resina amida para cefalosporina C eriunda de filtrado

de cultura de Cephalosporium acremonim ¢ 20 g/l para cefalosporina C pura.

2.2.3.2. Interacdes cefalosporina C - amberlite XAD-2

Para a analise tedrica do procedimento de adsorcio ¢ necessario ter conhecimento da

natureza das interagdes entre adsorvente e adsorbato.

Segundo CHAUBAL ez alii (1995) a cefalosporina C é hidrofilica ¢ quimicamente
anfotérica, nfio podendo ser extraida de um meio de fermenta¢dio por solventes organicos,

sendo que sua afinidade com adsorventes ndo-polares depende do pH.

Apesar das resinas de copolimero estireno - divinithenzeno permitirem o use de fases
moveis a qualquer pH, a instabilidade das cefalosporinas em meios fortemente acidos ou

alealinos limita o pH 4 faixade 2.7 - 7.5 (SALTO & PRIETOQ, 1981),

Conforme KIRKBY e afii (1986) em baixo pH a dissociagiio do grupo 4cido ¢
suprimida, acentuando a interagdo hidrofdbica da cefalosporina C com adsorventes ndo -
polares. Em pH 3, a decomposi¢io da cefalosporina C & lenta o suficiente para nfdo afetar os

experimentos de equilibrio.

A cefalosporina C ¢ adsorvida sobre adsorventes aromaticos com uma afinidade 17
vezes maior que a adsorciio sobre adsorventes éster alifaticos (Amberlite XAD-7 3, sugerindo
uma interaglo especifica entre a cefalosporina C e a superficie de um adsorvente aromatico.
Essa interagdo pode envolver as regides planares das moléculas do antibistico e os anéis

benzénicos do adsorvente (CHAUBAL e alii, 1986).

O modelo molecular proposto por CHAUBAL er afii (1986) para elucidar as
interagdes antibidtico - resina, considerando a configuracio de minima energia para o

compiexo cefalosporina C - benzeno, é mostrado na figura 2.3

De acordo com KRSTULOVIC & BROWN (1982) as interagdes entre 3 fase

estaciondria ndo-polar ¢ o soluto ndo-polar sdo fracas e ndo-seletivas {forcas de dispersio de

3



van der Waals), sendo que a repulsdo entre o soluto ¢ a fase polar mével, mais que as

interagdes nio-polares entre o soluto e a fase ndo-polar estacionaria, ¢ a responsavel pela

associacio entre o soluto e a fase estaciondria.

Benzeno

Anel B - lactdmico

Residuo o - D - aminoadipico

Figura 2.3: Configuraciio de minima energia para o complexo cefalosporina C - benzeno.

FYonte: CHAUBAL ef alii (1986).
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2.2.3.3. Fatores envolvidos no desempenho da cromatografia de adsorcio

Os fatores quimicos e fisicos envolvidos no procedimento cromatografico podem ser

listados como segue (VOSER, 1982):

¢ Afinidade do produto a ser recuperado: 2 afinidade ¢ determinada por sua pelandade nas
condi¢Ges operacionals, variando de uma adsorcio muito intensa & migracdo lenta do

soluio através da coluna;

Solvente: a agua, em geral, ¢ o melhor solvente para obter-se a maxima atividade da

resina;

Concentracio do produto na solucio: a capacidade da resina tende a aumentar com o

aumento da concentragdo da solucdo de alimentacio:

Composicde da solucio de alimentaciio: determina em grande parte a capacidade da
resina, porque os metabolitos soliveis e constituintes ndo fermentados do meio nuiriente,

com a mesma ou maior afinidade do produto pela resina, reduzem sua capacidade;

pH: ¢ um fator muite importante na determinagdo da capacidade ¢ seletividade da resina,
pois 4cidos e bases na forma ndo-dissociada sdo mais fortemente adsorvidos que 0s

respectivos sais;

Presenca e conceatracio de eletrglitos inorginicos: dcidos, bases e sais neutros

aumentam a afinidade de resinas ndo-polares por solutos organicos;

Temperatura: o efeito da temperatura ndo ¢ pronunciado, no entanto temperaturas mais
elevadas tendem a favorecer a dessorgio e temperaturas mais baixas favorecem a

adsorgio;

Quanto a resina, sua capacidade esta relacionada & superficie especifica, portanto a

distribui¢8o do tamarho dos poros ¢ determinante dessa capacidade. A seletividade da resina

esta relacionada & geometria tridimensional dos poros e suas caracteristicas hidraslicas ao

tamanho das particulas,




Fatores teécnicos. como  velocidade supertictal ¢ geometria da coluna, também devem

ser considerados.

sSegundo CHASE (1984) a forca de interagdo entre as moléculas adsorvidas ¢ o
adsorvente deve ser facilmente reduzida guando requerido. para as moléculas serem
factimente eluidas. As substincias orgdnicas ou inorginicas que alteram a polaridade do
produto adsorvido, por exemplo por formacdo de sais ou que possuam mator afinidade com a

resing, s30 possivels eluentes.

A temperatura na eluigdo devera ser a malor possivel, sendo limitada pela estabilidade

térmica do produto.

Na regeneracio, a solubilidade das impurezas ¢ sua afinidade com a resina devem ser
considerados, sendo bastante usadas solugdes aquosas acidas ou bésicas de alcoois e
compostos carbonilicos de baixo peso molecular. O procedimento para regeneraciio deve ser

simpies ¢ de curta duragio.

2.2.4. Processos de Purificacdo de Cefalosporina C

O carvio ativado foi o primeiro material utilizado como adsorvente para purtficacio
de cefalosporina C, mas sua baixa espectficidade fornou sua utilizagfio pouco atrativa
(DECHOW, 1989}, Além disso, & eluigdo requereu volumes de dgua de lavagem e eluente
muito altos g, conforme comentado por VOSER (1982), a regeneragio do carvio ativado

para esse caso foi hmitada,

No estudo desenvolvido por SALTO & PRIETO (1981} a octadecil-silica mostrou-se
mais apropriada para separagbes cromatograficas de cefalosporinas que as colunas de
copolimero estireno - divinilbenzeno. Contudo, devido ao relativo baixo custo das resinas
nJo-iénicas e as condigdes de adsorgfio ¢ eluigo, estas tém maior aplicago nos processos de

- purificagdo de cefalosporina C.

VOSER (1973), citade por DECHOW (1989) desenvolveu um processo de

purificagdio de cefalosporina C por adsorgfio em colunas cromatograficas.
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() meto de cultura foi primeiramente acidificado a pH 3 com dcido sulfirico oy acido
oxalico, para promover a precipitagio de proteinas e para melhorar a eficiéncia da adsorgio,
bem como destruir a penicilina N. Apos. o meio foi filtrado. eliminando o micélio e outros

componentes da solucdo nutriente,

A purificagdo preliminar usando resina Amberlite XAD-2 permitiu recuperar, na
eluicio com acetona a 20 %, 80 % do antibidtico obtido na fermentagdo e menos de 20 % das
impurezas inicials. A vazdo foi de 1 volume de leito por hora para uma coluna de 76 cm de

comprimento.

O mesmo autor comenta que a eluicio com 172 volume de leito de agua delonizada €
172 volume de leito de solughio aquosa de isopropanol a 10 % resultou em 95 % de

recuperaclo da cefalosporina C.

A regeneracdo da coluna fol feita com 1 volume de leito de soluciio aquosa de

metanol a 50 %, seguida por lavagem com 4gua.

O etluente tornou-se a alimentacio de uma coluna com resina amdnica na forma
acetato (Amberlite IRA-68). A eluicio nesta coluna foi feita com solugdo tampdo de acetato
de piridina a pH 5,5-5,6, com 93 % de recuperagdo, conseguindo-se a separagdo de impurezas
com nenhuma ou muito forte afinidade com a resina (caso da desacetilcefalesporina C),
Como alternativa, poderia-se usar acetato de sodio ou potassio. A regencragio da coluna foi

feita com hidréxido de sodio.

STABLES & BRIGGS (1980), citados por DECHOW (1989), proporam ¢ uso de uma
resina catibmica (IRC-84), usada para diminuir o pH da alimentagfio sem a adigiio de Anions,
trocando {ons H' por cations inorgénicos. Uma resina anidnica (Amberlite JRA-94y fol usada
para adsorver dnions mais fortes, enquanto uma segunda resina aniénica {Amberlite IRA-68)

adsorveu o antibiotico, que foi eluido com solugio tampdo de acetato de potdssio.

A separaglio de cefalosporina C com diversos adsorventes poliméricos foi estudada
por diferentes autores: resinas Amberlite IRA-68, XAD-4 ¢ XAD-1180, e Diaion HP-20
(HICKETIER & BUCHHOLZ, 1989); Amberlite XAD-2 funcionalizada {CASSILAS er alii,
1993}, Amberlite XAD-16 ¢ Amberchron CG-161 (FIROUZTALE er alii, 1994).



YANG er afit (1994) estudaram a extragdo de cefalosporina C do meio de cultivo
atraves de um sistema aquoso de duas fases polietilenoglicol (PEGVsais, verificando o efeito
da adi¢iio de diferentes tipos de solventes e sais, concentragées de sais, pH & pese molecular
do polietilenoglicol sobre o coeficiente de partigio de cefalosporina C e
desacetilcefalosporina C, a fim de encontrar um sistema de extragdo adeguadoe. Observaram
que seria necessario um grande nimero de estagios de extrag@o para eficiente separacio da
cefalosporina C ¢ desacetilcefalosporina C, pois a eficiéneia nfio fol boa para um nico
estagro (63.2% de recuperagio), usando-se o sistema 20 % de PEG-600, 20 % de sulfato de
amodnio ¢ 1 % de KSCN. Também a for¢a centrifuga necessaria para separagiio de fases foi
muito alta, e havenia necessidade de recuperagiio de PEG e sais para reciclo, visando reduzir

08 Custos dos INSUMos Guimicos.

ANDRISANO ef afii (1976) comentam que ¢ possivel modificar guimicamente a
cefalosporina C para extrai-la com solvente orgdnico. O objetive é suprimir a caracteristica
basica do grupo amuno da cadeia lateral, resultando em dcidos dibdsicos que sdo sollvels em
solventes orgdnicos a baixo pH. A reagio da cefalosporina C com um apropriade cloreto de
sulfonila (solucdio em acetona | M, pH 8-10) resulta em ésteres que podem ser extraidos por
metil isobutil cetona, acetato de efila ou n-butanol, sendo que o derivade pode ser
transformado em acido 7-aminocefalospordmico. Neste trabatho, foi obtide ¢ derivado N-
tostlcefalosporina C com rendimento médio na extragdo de 88 %. Devido a formacgio de
compostos contendo grupos sulfonamida, resuliantes de reacles entre os constituintes do
meio ¢ cloreto de sulfonila, a pureza obtida foi de 45 %, o que tormou necessario a purificagio

em colunas com resinas trocadoras de ions,

HANO et alii (1992) proporam o uso de extra¢@io reativa para purificacfo de
cefalosporina C, que consiste na extragio acompanhada de reagio quimica com o agente
extrator, insolfivel em dgua. A extragfio envolveu a reagfio por troca anidnica da cefalosporina
C com cloreto de tri - n - octilmetilaménio (Aliquat-336) em acetato de n - butila (pH 10),
com 80 % de recuperagiio da cefalosporina C. A reextragfo por solug@io tampdo de acetato

(pH 4) recuperou 60 - 70 % do antibidtico, ndo havendo decomposicdo do mesmo.

Devido a natureza do meio de fermentagfio, processos de purificacio combinando

etapas de separa¢io por membrana e por cromatografia tém sido sugeridos,
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LEE ¢r wlii (1992, citados por GOSH er afii | 1996), proporam uma combinacio de

ultrafiltracdo. cromatografia em coluna, osmose reversa e secagem por “sprav-drver”.

Na etapa de purificagdio por cromatografia usou-se uma resina anionica {racamente
basica (Diaton WA-30). adsorventes poligromaticos neutros (Diaton HP-20 ¢ Amberlite
AAD-2) ¢ resina catidnica fortemente acida {Diaion SK-1B), disposias em colunas
seqiienciais, com uma eficiéneis de recuperagio em torno de 90 %. O produto final fof
preparado por secagem em “spray-drver”. com a alimentagiio contendo 8355 9% de

cefatosporina C, 6.3 % de agua, 4,63 % de tons sédio livres e tracos de ions metalicos.

Em outro estudo, KALYANPUR er alii (1985), citados por GOSH er ali (1996,
desenvolveram um processo de purificacio de cefalosporina C produzida por Acremonium
chrvsogenum ATCC 48272 As células foram primeiramente removidas por mcrofiltracio
tangencial em membrana de fluoreto de polivinilidina de 0,45 wm e, em seguida, proteinas,
polissacaridios e pigmentos foram removidos por ultrafiltragdo usando membrana de
polisulfona TOKMWCO. O permeato foi concentrado por osmose reversa ¢ o antibidtico
purificado  por HPLC (High Performance Liquid Chromatography), com recuperagio de

98.5% e pureza de 93 % .

2.3. Teoria da Adsorcdo em Leito Empacotado

2.3.1. Isotermas de Adsorcio

BROCKLEBANK (1990) afirma que, nos processos de adsorcdo, a taxa que o soluto
liga-se 4 superficie sélida deve exceder a taxa na qual o soluto deixa a superficie. Pode-se
assuinir que essas taxas sdo dependentes da concentragio do soluto na solucdo e na superficie
do solido e curvas experimentais para determinar as constantes dessas relagles sdo essenciais
para predizer o comportamento de uma coluna de adsorcio. Tais curvas sio denominadas

1sotermas de adsorcio.

[sotermas de adsorgdo s3o usadas para representar os pontos de equilibric do soluto

adsorvido sobre a superficic como uma fungdo da concentracio de soluto na solugfo. No




equilibrio, a taxa de soluto sendo adsorvido na superficie € igual a taxa de soluto que deixa a
superficie (DECHOW, 1989).

A isoterma de adsorgdo ¢ uma parte essencial da modelagem da cinética de adsorg@o
e, portanto, do projeto da coluna e sua eficiéncia. A isoterma revela a quantidade de
adsorvente requerida ¢ a sensibilidade do processo de adsor¢do quanto a concentragdo do

soluto.

[sotermas de adsorc¢do tipicas sdo mostradas na figura 2.4, de acordo com BELTER e/
alii (1988) . A abscissa da a concentragdo do soluto na solugéo (C), usualmente em unidade
de massa de soluto por volume de solugdo. A ordenada da a concentra¢do de soluto na
superficie do adsorvente (Q), expressa como massa de adsorvato por volume de fase solida do
adsorvente. Uma isoterma cOncava em relagdo a abscissa € favoravel, e forte adsor¢do ocorre
mesmo em solugdes diluidas. Uma isoterma concava em relagéo a ordenada € descrita como

nio-favoravel.

Freundlich

Langmuir

Q (massa de adsorbato/volume de adsorvente)

C (massa de soluto/volume de solugdao)

4

Figura 2.4: Isotermas de adsorcdo. “C” ¢ a concentrac¢io de adsorvato na solucao. “Q” é

a concentracio de adsorvato na superficie do adsorvente. Fonte: Belter ef alii (1988).
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GOSLING et «iii (1989) comentam que as equacoes mats usadas para descrever

fendmenos de adsor¢do sdo as de Langmuir e de Freundlich,
A isoterma linear ¢ dada por:
Q=kC (2.1

A isoterma de Freundlich descreve a adsorciio de uma grande variedade de
antibioticos, esterdides e hormdnios, no entanto 6 ¢ valida para solugdes diluidas e nio
prediz a linearidade quando a concentracio tende a zero. Devido 4 sua straplicidade, ¢ uma
das equagOes mais usadas para correlagiio de dados de adsorgdo. A equacdo (2.2) descreve

esta 1soterma.
Q=i C'" (2.2)

GOSLING e alii (1989) mencionam que a isoterma de Langmuir foi inicialmente
proposta para descrever a adsorgdo de gases sobre superficies, mas pode ser aproximada para
muitos sistemas, sendo bastante usada para descrever adsorgio por afinidade e troca i6nica de
ions monovalentes. Esta isoterma considera um nitmero finito de sitios ativos na superficie do
solido e a inexisténeia de interagdes soluto-soluto, resultando em uma monocamada de

material adsorvido.

Segunde MOORE (1976) e ATKINS (1986) o modelo de Langmuir considera gue a
habilidade das particulas em ligar-se aos sitios da superficie independe do fato de sitios

proximos estarem ou nido ocupados.
A isoterma de Langmuir ¢ expressa pela equagiio (2.3);

QanC
Ke+C

= (2.3)

ATKINS (1986) comenta que a isoterma de Langmuir ignora a possibilidade que a
camada inicial de material adsorvido possa agir como adsorvente. Caso contrario, pode-se
esperar que a curva aumente indefinidamente, nfo tendendo a saturacdo. E o que propde o

modelo multicamadas de Brunauer, Emenet e Teller (Modelo BET).
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KIRKBY et alii (1986). determinando pardmetros para cromatografia de fase reversa
com cefalosporing C, tendo Amberlite XAD-2 como adsorvente, verificaram que a variacdo
do pH de 3 para 7 diminuiu substanciaimente o valor de ke da isoterma de Freundlich,

enquanto i foi pouco afetado. O valor de k¢ foi de 12,06 para pH 3 e 1.99 para pH 7.

WEISENBERGER (1987), citado por GOSLING ¢ alii | 1989}, mostrou que as
1sotermas de adsor¢do da cefalosporing C e desacetilcefalosporina C sobre Amberlite XAD-2
podiam gjustar-se as isotermas de Langmuir, Freundlick e linear. dependendo do pH de

adsorcio,

HICKETIER & BUCHHOLZ {1989) investigaram a cinética ¢ equilibrio de adsorgdo
da cefalosporina C em diferentes adsorventes comerciais, a 28 °C. na faixa de concentracio
de 10 225 g/t. No caso da resina de troca idnica IRA - 68, correspondeu & forma da isoterma
de Langmuir. As resinas nio-polares de poliestireno - divinilbenzeno Amberlite XAD - 4,
Amberlite XAD - 1180 e Diaion HP - 20 ndio se ajustarem bem aos modelos de Freundlich e

Langmuir, seguindo o modelo muiticamadas de Brunauer, Emmett e Teller {modelo BET).

CASSILAS et afii (1993}, estudando a modelagem da adsorciio de cefalosporina C em
XAD-2-CH,-CH; - Br,em meiode pH 2,8 ¢ temperatura de 293,16 K. verificaram um
comportamento linear da isoterma de adsorcdo, com Q =0,130C | na farxa de concentragdo
de0a2s gl

FIROUZTALE er alii {(1994), no estudo da adsorciio de cefalosporing C {sal de
potassio} em resinas polimericas, determinaram as isotermas de equilibrio para Amberlite
XAIDD - 16 em trés diferentes didmetros de particula (84, 310 & 410 um), num meio de pH 2,5
contendo 3.5 % de cloreto de sédio, para a faixa de concentragio de cefalosporina C de 0,1 a
40 mg/mi. Os dados experimentais ajustaram-se bem 4 isoterma de Langmuir, ¢ as isotermas
foram idénticas, devido as resinas apresentarem composicio quimica, porosidade & drea
superficial similares. A capacidade maxima da resina foi de 132 mg/ml de resina fimida e o

valor da constante de Langmuir foi de 4,88 mg/m



2.3.2. Curvas de Ruptura (“Breakthrough Curves”)

Em colunas de lefto fixe, a adsorgio do seluto no adsorvente pode ser descrita pelas

curvas de ruptura, obtidas experimentalmente.

Neste experimento, € admitide gque o solule € aplicado 4 coluna com concentragio

constante, ¢ o leito esta sem material adsorvido. A concentragiio na saida da cohuna € medida

em funcfo do tempo, como mostrado esquematicamente na figura 2.5.a. Fsta concentracio é
micialmente zero ¢ permanece pequena por cerfo tempo, pois a maior parie do soluto ¢
adsorvida. Em seguida, aumenta abruptamente, eventualmente atingindo a congentracdo de

alimentagfio. Quando este aumento brusce ocorre, ou ruptura, o fluxe ¢ interrompido. O

material adsorvido € entfe eluido, por lavagem do leito com dgua a um determinado pH ou

com um solvente especitico.
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Figura 2.5: () Curva de ruptura para adsor¢fio em coluna de leito fixe. “(" ¢ a
concentracio de ruptura. {(b) Perfil de concentraciio ao lougo da coluna no temps de

rupturalt,). Fonte: Belter of afii (1988).




Para caracterizar esta curva, escolbe-se duas concentracles - a concentracio de
ruptura y, representa o maximo que pode-se descartar; a concentragfo de exaustiio (,,
correspondente & concentragdo no eluente quando o leito ¢ julgado ineficaz. Essas duas
concentraces so arbitrdrias, sugerindo-se €y ¢ €, como 10 ¢ %0 % da concentragio de

ahimentacdio (Cy), 1espectivamente.

Segundo FOUST er afii (1982) esta representacdo grafica da concentragio de saida
em fungfio do tempo € bastante semelhanie & representacfio grafica em pontos ao longo do

letto, durante o ciclo de adsorgdo.

Na figura 2.5.b ¢ mostrade ¢ comportamento da concentragiio de soluto ao longo da
coluna, no tempo de ruptura. A zona de equilibrio é onde o leito estd saturado. Esta zona
existe de Z = 0 g Z = L{1- At/t;), onde At =, - §;,. Na zona onde ocorre adsorgdo tem-se
L.At/t,, sendo gue o soluto estd sendo transferido da solugfio de alimentagfio para o
adsorvente, FEssa zona de transferdncia de massa move-se regularmente ao longo da coluna,

mantendo o mesmo perfil.

A anadlise do processe ¢ complexa, devido & adsorclio nfo-linear instével,
consequéneia da ndo-homogeneidade no leito fixo de particulas, este de  difici]

reprodutibilidade.

A influéneia da forma da curva de ruptura no desempenho da adsorgdo em leitos fixos
¢ mostrada na figura 2.6. A capacidade total dos leitos € a mesma em ambos os casos. As
reas hachuradas indicam a quantidade de adsorvato retido no letto para C7Cy = 0,1, portanto
a capacidade da coluna utilizada. Observa-se que a curva “b”", com melhor desempenho,
apresenta-se ingreme. Conforme FOUST er afii (1982) o coeficiente angular ¢ uma fungdo da
velocidade de adsorgiio, sendo que um soluto gue ¢ adsorvido muito rapidamente resulta em

uma curva quase vertical, aproximando-se de uma fungo degrau.

A capacidade maxima da coluna para uma dada concentragio de enirada ¢ 1gual a drea
acima da curva de ruptura ¢ a quantidade de soluto remanescente no efluente € 1gual 8 area
abaixo da curva, SRIDHAR er afii (1994) definem, com propdsiios de comparagfo, duas

eficiéneias:
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¢ eficiéncia de recuperacio do soluto = $)/(8, + §,)

+ eficiéncia de utilizaco de leito = 848, + 833
sendo:
8,: capacidade usada da coluna {(drea acima da curva até a ruptura)
8, soluto perdide no efluente (drea abaixo da curva até a ruptura}

S;: capacidade da coluna ndo utihzada (4rea acima da curva apds a ruptura)

{3}

{ Tampo

Figara 2.6: Influéncia do formato da curva de ruptura no desempenho de colunas de leito
fixo. A area bachurada mostra 2 quantidade de adsorvato gue seria adsorvido na coluna,
s¢ 0 carregamento terminasse quando {/C, atinge o valor de 8,1, (#) Tipo de curva obtida
em coluna empacotada. {b) Curva com inclinacho mais acentuada, obtida na mesma

colung, com alteraciio das condighes operacionais. Fonte: Chase (19843,

]
Led



Conforme CHASE (1984) ¢ importante considerar os fatores que influem na forma ¢

posigio da curva de ruptura na andlise da adsorcio em leito fixo.

FIROUZTALE er «fii (1994) estudaram o efeito do tamanho de particula da resina,
altura do leito ¢ velocidade de alimentacio sobre a dindmica da adsor¢ido da cetalosporina ¢
em coluna de letto fixo. Observaram que, quando o didmetro das particulas de resina foi
reduzido, a inclinagZo da curva de ruptura tormou-se mais acentuada ¢ © tempo de ruptura { 1%
da concentracio de alimentaciio) mais longo. As eficiéncias mais elevadas foram obtidas para
resina XAD-16 de 84 ¢ 116 um, em colunas de 12.5 cm, velocidade de 573 om/h e
concentracdo de alimentacdo de 10 mg/ml. No entanto, a perda de carga foi demasiadamente
alta. Quanto a altura do leito, com o aumento desta melhorou a capacidade de adsor¢do, pois
a fragéo da coluna que néio estava saturada, quando a ruptura ocorria, diminuiu. Observaram
também que a alta eficiéneia (0,80) em colunas de 75 em, combinada com baixa perda de

carga, tez da resina XAD-16 com 310 um a melhor para a adsorclo da cefalosporina C.

SRIDHAR e alii (1994) consideraram importantes o efeito da disperso axial,
concentragio do soluto, cinética de adsorgiio, porosidade da particula, tamanho da partticula e
velocidade de escoamento sobre a curva de ruptura, para uma coluna empacotada com

particulas porosas.

2.3.3. Modelagem Matematica

As principais teorias que elucidam a cromatografia sdo a teoria dos pratos e a teoria

das taxas.

De acordo com LI et alii (1994), na teoria dos pratos, a coluna cromatografica ¢
considerada como uma sucessdo de estagios, nos quais um volume finito de fase mével move-
se de um estagio a outro, sendo que o equilibrio ¢ atingido em cada estagio. Assume-se que o
conteido em cada elemento estd completamente misturado, sendo andlogo a um modelo de

contactores ideats em série, descritos por equagbes diferenciais ordinarias de primeira ordem.



A vantagem da teoria dos pratos € sua capacidade de descrever o perfil de eluicdo,
forma e resolugdo dos picos, e zona de migragdo. No entanto, fatha em predizer a altura ¢ o

numero dos pratos, bem como a contribuicio guantitativa da cinética do Processo.

Um medelo de taxas consiste de um conjunto de equages de balanco de massa e
apropriadas condigbes de contorno. Fstes modelos podem considerar dispersiio axial,
transferéneia de massa externa, difusio intraparticular, isotermas ndo-lineares e cinstica da

adsorgio (LI er afii, 1994),

Os mecanismos envolvidos na adsorgio sfio ilustrados na figura 2.7, Segundo

FIROUZTALE er alii (1992), eles correspondem a:
+ Transferéncia de moléculas através de um filme liquide estagnado;

¢ Difusiio dentro dos poros;
+ Adsorcdo/dessorciio na superficie;
+ Difus@o de pequenas moléculas para a fase solida;

Estes mecanismos podem ser incorporados a um modelo matemdtico, que ¢ validado

por sua habtiidade em predizer as curvas de ruptura.

CRITTENDEN & HAND (1984), citados por DECHOW (1989), mencionam que um
modelo matematico auxilia ¢ projeto de uma unidade de purificagdo em escala industrial,
predizendo ¢ impacto de mudancas nos parAmetros do processo sobre o desempenho de uma
unidade de adsorgéio. O modelo requer que o adsorvente esteja uniformemente empacotado,
com particulas porosas esféricas ¢ de tamanho uniforme; que a taxa de alimentagdo, a
temperatura de alimentagio e a temperatura do adsorvente sejam constantes; gue a
temperatura de alimentagdo ¢ temperatura do adsorvente sejam iguais; que o fluxo seja
uniformemente distribuido ne iopo do leito sem caminhos preferenciais, com gradiente de
concentragdo na diregdo radial negligencidvel; e que nfio ocorram mudancas de fase ou

reaghes quimicas no leito.
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CASSILAS et alii (1993) desenvolveram um modele matematico para adsorgio de
cefalosporina C em tanque agitado, envolvendo transferéncia de massa externa, transferéncia

de massa nos poros da particula ¢ isoterma de adsorgdo linear.

FIROUZTALE et alii (1994) proporam um modelo matematico para adsorg@o de
cefalosporina C em resinas poliméricas em uma coluna de leito fixo, que considerou a
transferéncia de massa em um filme liquido, dispersfio axial, difusfio nos poros ¢ adsorgio

seguindo a isoterma ndo-linear de Langmuir,

Figura 2.7: Mecanismos envolvidos em uma cromatografia. (a) Transferéncia de massa
através do filme liguido. (b) Meio liguido. (¢) Difusio nos pores. (d)y Adsergioe/dessorgio,

(e} Particula. (f) Difusfio na fase sblida. Fonte: Firouztale ef afii (1992).
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2.4. Comentarios

Como pode ser observado neste capitulo, a adsorgdo cromatografica ¢ targamente
citada na literatura como etapa fundamental da purificaciio de cefalosporina C, estando

presente mesmo em propostas recentes de processos allemnativos, sendo varias resinas

mencionadas nestes estudos,

Quanto & modelagem matematica da separaciio, tanto em coluna de leito fixo como
em tanque agitado, observou-se que sdo baseadas na teoria de transferéncia de massa,
diferindo-s¢ quanto aos métodos de resolugfo propostos. No entanto, observou-se pouca
disponibilidade de dados experimentais da separago de cefalosporina C em coluna de leito

fixo, ¢, conseqiientemente, modelos matematicos validados.

No proximo capitulo ¢ desenvolvido o modele matematico para separagio de
cefalosporina C em coluna de leito fixo, descrevendo-se os métodos de resolugiio empregados

¢ 0 programa computacional obtido para simulagio das curvas de ruptura.
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3. MODELAGEM MATEMATICA

Neste capitulo sera desenvolvido. arravés de balancos de massa. o modelo matematico
de separaciio de cefalosporina C em coluna de leito fixo contendo particulas porosas
{Amberlite XAD-2). Os balancos de massa consideram a adsorcdo exiema ¢ interna a
particula, com a cinética de adsor¢do seguindo a isoterma de Langmuir. Também serio
indicados os métodos de resolugio empregados, bem como o diagrama em blocos do

programa computacional para a simulacdo das curvas de ruptura em cohuna de leit fixo.

3.1. Cinética da Adsorcio

Pode-se representar o mecanismo de adsorgio-dessorgiio pela equagdo (3.1

3.1y

Na equacio (3.1), k; e ky sdo as constantes cinéticas da adsorgio, ¢ define-se K, =
Ko/ky como a constante de dissociagio que descreve o equilibrio da adsorgio, C, A e Q
correspondem, respectivamente, a cefalosporina € a ser adsorvida, os sitios livres do

adsorvente (resina Amberlite XAD-2) ¢ o complexo cefalosporina C - adsorvente.

A expressdo cinética para adsorcdo da cefalosporina C em resina descrifa pela
equagdo (3.1} ¢ dada por:

& .

M:Q = [0C:(Qn— Q) ~ k:Q] (3.2)
7t

C. ¢ a concentrago de cefatosporina C em solugdo no poro da particula gue pode ser
adsorvida, Q ¢ a massa de cefalosporina C adsorvida na resina por unidade de volume de fase
solida da particula ¢ Qy, ¢ a capacidade maxima de adsorgiio do adsorvente, expressa como

massa de cefalosporina C adsorvida por volume de fase sélida de particula.

No equiiibrio tem-se:
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ke (- 0Nk = 0 {

&t

[ %]
[
—

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

No equilibrio, rearranjando os termos da equacio (3.3}, observa-se que a concentracdo
de material adsorvido na resina varia com a concentragio de material em solu¢do da seguinte

forma:

=
* QMCZM
Kd “Jr‘Cr*

= (3.4)
A equaglo (3.4) representa a isotenna de equilibrio para a adsorcio da cefalosporina

C em Amberiite XAD-2, correspondente a isoterma de Langmuir,

A equacdo diferencial (3.2) foi resolvida através do método numérico de Runge-Kutta
de 4* ordem. O algoritmo do método € descrito abaixo, conforme CHAPRA & CANALE
{1990).

Vi1 =it B(‘kl + ke + 2k + k«)}h (3.5)

Sendo:

ko= f{x.y (3.6)

k= f(x; + }wh yi + ihk‘:} (3.7}
Shyi+>h 7

zng(mih r-+lhkz} (3.8)
2 » ¥ 9 -

ko= f{x+ b, 2+ hs) (3.9)

h ¢ o incremento ou passo da variavel tempo ¢ x; e v; o5 valores das varidvels no

tempo .



3.2. Modelo Matematico para Transferéncia de Massa

3.2.1, Transferéncia de Massa Externa 3 Particula

Um esquema do processo isotermico de adsorgiio de cefalosporima C em wnas coluna
de leito fixo contendo Amberlite XAD-2 ¢ mostrado na figura 3.1, evidenciando a
transferfneia de massa externa ¢ interna. A fase modvel tem uma concentragio de
gefalosporina C igual a O, (%, 1), passando através do leito de comprimento L ¢ porosidade €,
a uma velocidade intersticial u. As particulas de resina sfio esféricas, com raio R ¢ povosidade
£, A concentracio de cefalosporina C adsorvida na resina porosa € Q {r, z, t), & concentragdo
de cefalosporina C na superficie da particula de resina € C, {z, 1), ¢ a concentraglio de

cefalosporina C no lguido no inferior dos poros é €, {r, z, ).
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Figura 3.1: Esquema de uma coluna contendo Amberlite XAD-2 para separacio de

cefalosporina C. Fonte: SRIDHAR ef afii (1994).
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Para o volume diferencial de controle {VDC) indicado na Figura 3.1, o halango de

massa global foi descrito conforme abaixo:

[eefalosporina C que entra no (VDC) por conveceio e difusio] - [cefalosporina C gue sai
do (VDC) por difusio e convecciio} - [cefalesporina C adsorvida ne {VDC)| = [acdmulio

de cefalosporina C no (VDQ)]

A equacdo do balango de massa € dada por;

Ca #Con
EeZ = (1-&)(1- )R, = 220 (3.10)
iz At

(3 C‘ll\
—— +
Veys

~UE

Na equacéo (3.10}, R, corresponde a taxa de adsorgdo de cefalosporina C no VDC e E

¢ 0 coeficiente de dispersdo axial.

Rearranjando os termos:

FCw FCu . FCn [1 - 5) _
= -u + B - 1-85iR. ER
&t FZ 87’ & ( ) ( )

Tem-se as seguintes condigOes iniciais e de contorno, com respeito a (e C;
+ Condi¢do inicial:
t=0, 0 < Z <L C,=0 {(3.12)
=0, 0 < Z <L, Q=90 {3.13)
¢ Coundicdes de contorno:
Na entrada da coluna:
t20,2=0,C,=Cy {3.14)

t20,2=0,Q=0 (3.15)
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Na saida da coluna:

cC
iz

= { {3.16}

Considerando a resisténcia @ transteréncia de massa entre o liquido e a superficie do
adsorvente, sendo o regime permanente ¢ o fendmeno governado por um modelo de pelicula,

caracterizado por um ceeficiente de transferéncia de massa K., tenm-se:

3 1 -& 1 = &r

Na equagdo (3.17), J € o fluxo de massa por unidade de area de particula.
Substituindo a expressdo de R, na equagdo (3,11}

Tor e TS L TE k(oG (3.18)
ot oL G

O valor de K, pode ser estimado pela correlagfio proposta por ARNOLD ef afif (1985):
Now = 2 +1 45Np’ "N * = MK:fmjﬂ {3.19}
D

Na equagio (3.19), define-se 0os mumeros adimensionats como:

N = Bae (3.20)
N = 4 (3.21)
,Oijm
AL (3.22)
7

Dy, ¢ a difusividade molecular da cefalosporina C, d, ¢ o didmetro da particula, v ¢ a

velocidade superficial, p ¢ a viscosidade da solugfio e p € a densidade da solugio.



Fazendo-s¢ na equacfio (3.18) as aproximacdes numeéricas de Crank-Nicolson,

conforme descrito por CHAPRA & CANALE (1990}, tem-se:

Q?m - (,-m;l.._j E (,mz“_] {323)
ot At

:‘ jm T N SCE RS mr Ly o= (‘?mz'}"i ’

GCn L Lmesrsrr = Connyor € 1 (3.24)
sz 2 2AZ 2A7 |

é}lCm _ l sz R A 2sz._j + Cm: -1 + sz. AR PO TN Bd 2Cm'f..j N sz. SR - lm‘[

o7 2 AZ? AZ? ]

{3.25)
Nas equagdes (3.23), (3.24) £ (3.25), z corresponde & posicdo axial e j ao tempo.

Substituindo as equagdes (3.23), (3.24) ¢ (3.25) na equagio (3.18), ¢ reagrupando os

termos, obtém-se a equacio abaixo:

1 . 1
i E E I u E
- sz»l.j.—[ + P T Cmr__j- mrmmeannn s b !Cmr.<-i,_' vy R
{Wz(&z){ | [(az)* *m} a [w ooz [

31 E
e = I
&Mzzmm‘

+ 2K \Cier (3.26)
R
Definindo-se:
o=t B (3.27)
4AZ 2AAzY
5“1E2+i‘ (3.28)
(&Z) At
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wxﬁﬁwiﬁf (3.29)
=+ . _E (3.30)

Substtuindo as expressdes definidas em (3.27), (3.28), (3.29) ¢ (3.30) na equacdo

(3.26), tem-se a equagdo geral para a transferéneia de massa externa:

Y

. . . - . - 3o
”&Lmt-i.j -1 Tﬁme,j s }’Cm;{- -1 o Cre - 1y (t’}‘ kSJCmLJ "}’(./mx syt g{—}&ﬁgrér s R

A |

(3.31)

A equagdo (3.31) foi resolvida considerando um sistema tridiagonal, conforme

proposto na equagdo (3.32), de acordo com o descrito por CHAPRA & CANALE (1990),

.Xl mﬁt i "
X2 a: 52 7 T2
X a3 ﬁs ¥ T3
. s = > {3.32)
Xn~i an--iﬁ---l }’f'z--l S
Xn )18 O fg—. i I'n

A resolugdo foi feita através do algoritmo de Thomas, conforme segue:

Para k = 2 até n, tem-se;

m .

(= e {3.33)
A

o= oo (3.34)

B = -0 Tt (_3‘35:}
HY

Xn ™ {3.36)
Jit



Parak=n-1ate |

3.2.2. Transferéncia de Massa Interna a Particula

Devido ao efeito difusional ¢ 4 cinética de adsercio no interior do suporte, forma-se

um perfil de concentragdo no interior da particula porosa.

O balango de massa de cefalosporina C no interior da particuia resulta na seguinte
equagdo:

n, ZC 20C c?Q(z —gf;} _ oG

P S ; (3.38)
SRt S S~ S0l GAN - et

P, ¢ a difusividade efetiva.

-

Substituindo, na equagfo (3.38), a defini¢do de {f;?? dada pela equagiio (3.2}, tem-se:
E

? r 2 T g T . & i
ﬂc - 2p, 9% . p, 57:(: - (kiCe(Qn - Q) - k:Q) (L—“"’J (3.39)
It r ar &1 &

Tem-se as seguintes condigdes de contorno:

& r=40, C?Cf%r-—:} = { {3.40)
ar
$ = R, KS (Cm - Cr fR} = Duf ﬁﬂcr ilr--'R (341 )
&

Fazendo-se as aproximagdes numéricas segundo Crank-Nicolson, conforme descrito

por CHAPRA & CANALE (1990), tem-se:
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¢:C| t:jr'r\j -1 Crz\ 1 oy
— == {3.42)
ot At

{FC] } fCri O M B Cri SE) e " Cri L P Cri - i._21
L t

- 2 Ar JAr

R {3.43)

or EL Ar’ Ar” 3

xj -r . “-fi--l""‘ ?..11'1.; s S | N X A 2 SR B ro-ioj - .
FC ] Caiy {,_‘ G-ty oo C_, C Jq (3.44)

Nas equagles (3.42),(3.43) e (3.44), i indica a posicho radial ¢ j indica o tempo.

Substituindo as equacdes {3.42), (3.43), {(3.44) na equacdo (3.39), e reagrupando 03

termaos, tem-se:

| - ' |
Da - D - ECri-i\j-l - [L + -Div]cn;j»i o - D - D 5 Cri Sl T
“ZrAr 2(431‘)"_[ At Ar -J H

s

D ' Dt o "}“ Der . E:mf’:f_\wi .
_grAr + 2(Ar)_=} Cfl’l\J [at - . K (Qm Q!F)( a )JJ C,-i‘_[ +

D -+ Der Coo1j + k2 Q,,(E:uf’ﬂ)
_E(Ar) 2rAr %

(3.45)

Definindo-se os coeficientes, e considerando r=Ar.i, sende Ar o passo der eia

posi¢io radial:

Oy = — Def + Del' 5 = {11 fi'}: Defz [I - l) (346)
2rar - 2(Ar) At) !
i Det
_ b Def 3.47
SrIR o
N, D Def {1
no=— - =1 = 2 [ ’ }) 48
2rar - 2(Ar) 2Aary M
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Bp=— - —5 (3.49)

Substituindo as equagdes {3.46), {3.47), (3.48) ¢ (3.49) em (345}, tem-se a equagdo

geral para transferéncia de massa interna. dada por:

= auCeivia t SCii o+ rwCa-ior = aCeinng + '[-5; o (Qm ~ U

- “’} }cf,,j

i k\ &

2 L OTRENIE < O 0 (j":ﬁi} {3.50)
&

A resoluclo da equaglo (3.50) ¢ feita através de matniz iridiagonal. de maneira

analoga a proposta para a equacdo geral de fransferéneia de massa externa.

As condigBes de contorne propostas resultam em:

2
& 7=0), igr"z 0 = Cuonj=Ci-nj (35{)
ar
Coi- Lic1 T Cn' RS
1= Rv K.S(Cm - Crrk) = D{.f{}:g'rx = Cri b i T 2‘{?(% (Cm - Cr;.rmk{)'{' C‘-ri “ i {352)
. Cr‘ o 3

3.3, Programacio em Pascal

A partir do modelo matematico proposto para a separagiio de cefalosporina C em
coluna de letto fixo, das condigbes de contorne e dos métodos de resolucio indicados,
desenvolveu-se um programa em linguagem PASCAL (Turbo Pascal 7.0, Borland} que

permite a simulacio das curvas de ruptura.

O diagrama em blocos do programa € mostrado na figura 3.2,
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[ Inicio }

.

Entrada dos pardmetros geométricos e operacionais
(d,, L,0,C,y, V,),N,Niedt

.

Calculo externo, partindo das condigdes iniciais, por
matriz tridiagonal, determinando C,, no instante posterior
em cada posigdo z

.

Célculo interno, partindo das condigdes iniciais,
por matriz tridiagonal, determinando C, em cada
posi¢do axial z, ao longo da posi¢ao radial i

.

Calculo de Q, pelo método de Runge - Kutta de 42 ordem,
em cada posi¢do axial z e ao longo da posi¢ao radial i

(C,.[N,0]-C0)/C0<=0,01

-

Arquivo com dados de C/Cy x t
€ Q,eai0 X t a0 longo da coluna

Fim

Figura 3.2: Diagrama em blocos do programa para simulacio da separaciio de cefalosporina C
em coluna de leito fixo. N é o niimero de pontos na coluna e Ni o nimero de pontos na particula.



4. METODOLOGIA

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos experimentais utilizados no estudo da
influéncia dos pardmetros geométricos € operacionais da coluna sobre o desempenho da
separagdo de cefatosporina € por Ambertite XAD-2. Também serd apresentada a
metodologia desenvolvida para o ajuste dos pardmetros do modelo matematico proposto no

capituio anterior (método simplex modificado).

4.1. Ensaios Experimentais de Separacio de Cefalosporina € em Coluna de Leito Fixo

4.1.1. Preparo da Resina Amberlite XAD-2

As propriedades da resina Amberlite XAD-2 estio indicadas na tabela 4.1,

Tabela 4.1: Propriedades fisicas tipicas do adsorvente Amberlite XAD - 2,

Propriedade Valor
AT e B U P a—
Sélidos (%) 55
Porosidade (mi poro/mt particula)* 0,42
Area Superficial (m%/g)* 300
Tamanho Efetivo {mm) 0,4
Didmetro Médio do Poro (A™y* 90
Densidade Aparente {g/mi} 0.64
Densidade (resina umida, g/mi) 1,02
Densidade (esqueleto, g/mi) 1,07

* Base seca.

Fonte: Rohm and Haas Company (1989},
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Primeiramente. a resina Amberlite XAD-2 (Rohm & Hass Company) foi peneirada.

usando-se as particulas reudas em malha de 0,210 mm. ¢.297 mm ¢ 0,500 mm.

Segundo KIRKBY ef wfii (1986}, na produgio de Amberlite XAD-2, mondmeros
residuais ficam retidos na estrutura porosa apos a polimerizagio, sendo que interferem na

determinacio espectrofotométrica da concentragio de cefalosporina C.

Para sua remogdo, foi feita lavagem com metanol por extraglio Soxhlet (SALTO &
PRIETO, 1981, KIRKBY er alii, 1986), seguida de lavagem com tampdo acido formico de
pH 3,6, preparade conforme PERRIN (1963}, para remocio do metanol.

4.1.2. Separacéo de Cefalosporina C em Coluna de Leito Fixo - determinacio das curvas

de ruptura

Os ensaios experimentais de separagdo de cefalosporina C em coluna de leito fixo
toram conduzidos em coluna de vidro Pharmacia C 10/20, contendo resina Amberlite XAD-2,
preparada conforme descrito no item 4.1.1. A coluna possui jaqueta termostatizada JC-10,
para controle de temperatura por circulagdo de dgua a 25 ° C, proveniente de um banho
Tecnal TE-184, modelo 7553-60, acoplado 4 coluna através de um tubo de polietileno. A
coluna tem 20 ¢cm de comprimento e [ cm de didmetro interno, sendo que a altura do leito da
resina pode ser ajustada através de um adaptador AC-10, que permite a distribuicio uniforme

da alimentacio.

Para cada ensaio, & coluna foi equilibrada pela passagem de soluglio tampdo de dcido

formico (pH 3,6}, em volume correspondente a 5 vezes o volume do leito de particulas.

A alimentagdo de uma solugio de cefalosporina C “Sigma™ (sal de zinco), em tampio
acido férmico de pH 3.6, com concentragfio previamente estabelecida (0,06 g/, foi feita

através de uma bomba peristaltica Masterflex modelo n” 7524-10.
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A concentragdo de cefalosporina C na saida da coluna foi determinada pela medida da
absorbancia a 260 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS Micronal, modelo B-382, acoplado a

um registrador potenciométrico Micronal, modelo B-292.

Cada experimento foi conduzido até a concentragdio de saida manter-se constante ao

longo do tempo, por duas horas.

A montagem experimental descrita € mostrada na figura 4.1.

(a)

(b)

Figura 4.1: (a) Montagem experimental para separacio de cefalosporina C em coluna de
leito fixo. 1- Banho termostatizado. 2- Coluna cromatografica. 3- Alimentacfio. 4- Bomba
peristaltica. 5- Espectrofotdmetro. 6- Registrador potenciométrico. 7- Frasco coletor.
(b) Coluna cromatografica utilizada. Pode-se observar a alimentagio da solucio de

cefalosporina C e o leito de particulas de adsorvente.

41



As condicoes utilizadas para cada um dos experimentos estdo ndicadas na tabela 4.2,

Tabela 4.2: Condi¢des geométricas ¢ operacionais para os experimentos de separacio de

cefalosporina C em coluna de Amberlite NAD-2,

Experimento L/ d,/6 v {m/h)
3-4 7.5 0,0297 0,306

5-6 10 00,0297 (0,306

7-8 3 0,0210 (4,306

9-16 5 0,0500 0,306
11-12 3 0,0297 {4,153
13-14 5 ,0297 0,612

pH: 36

Temperatura: 25 ’C

Na tabela 4.2, L é o comprimento da coluna, 8 ¢ o didmetro da coluna, d,, € o didmetro

da particula e v ¢ a velocidade superficial.

Os experimentos foram realizados em duplicata, calculando-se a eficiéneia de
utilizagdo do leito {4§y), eficiéncia de recuperagio de cefalosporina C {§;), quantidades de
cefalosporina C adsorvida no tempo de ruptura (Q,) e no tempo de exaustio ({) ¢

produtividade (P).

O tempo de ruptura (t,) ¢ o tempo de exaustiio (t,) foram definidos como agueles em
que a conceniragdo de saida atinge, respectivamente, 10 % e Y0 % da concentragfio de

alimentacgio.

A eficiéneia de utilizaglio do leito da coluna (¢y), a eficiéncia de recuperagdo da

cefalosporina C (§,) ¢ a produtividade (P) foram definidas como:

Qe .
p oo —— 4.1
$ ) (4.1}
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_____ Fd Y
T On Qv (+2)
{
p= (4.3)
te
onde:
Q= CVits = ViCo | (e (4.4
Q= CeViter ViCo | =-(t)dt (4.5)
g Nt
Quet = ViCo ot (4.6)

513

V, ¢ a vazdo de solugdo de cefalosporina C, Q,q4, ¢ a quantidade de refalosporina C

adsorvida na resina presente na coluna ¢ Qpoq € a cefalosporina C perdida no efluernte até t,,

C . u , : L
&_—(t) corresponde a curva de ruptura, sendo a expressio obtida por ajuste polinomial
i

da mesma (polindmio de &2 grau).

4.1.3. Anilise de Sensibilidade dos Pardmetros Geométricos e Operacienais da Coluna

A influéneia dos pardmetros geométricos e operacionais L/9, d,/0 e v sobre ¢, Gy, Q.

e P foi avaliada pelo fator de sensibilidade (S).
S fot definido como:

valor obtido na vanavei de saida - valor de referencia da variavel de saida

- valor de referencia da variavel de saida

valor alterado da variavel de entrada - valor de referencia da \«anavel de entrada

valor de referencia da variavel de entrada
(4.7)



O tator de sensibilidade representa a porcentagem de alteracdo na variavel de saida
{¢1. Gy, Q. ¢ P) por unidade de porcentagem alterada na varidvel de entrada (L./6. d,/0 ¢ v).

Valores positivos representam ganho e valores negativos representam queda.

4.2. Ajuste dos Parimetros do Modelo Matemstico

Os pardmetros do modelo matematico foram ajustados por regressio ndo-linear, a
partir de uma estimativa inicial, pela aplicacio do método simplex geomélrico flexivel de
NELDER & MEAD (1963, utilizado por BONOM! er a/ii (1993) ¢ conhecido como método

dos poliedros flexiveis ou simplex modificado.

Segunde MORGAN ef alii (1990) o método simplex modificado consiste de uma
técnica seqiencial que usa a resposta imediatamente anterior para mover-se em direcdo a
regido da resposta de interesse, envolvendo dois novos conceitos, a expansio e a contracio do
simplex. O simplex ¢ uma figura geométrica com m+1 vértices, sendo m o numero de

pardmetros a otimizar,

A flexibilidade do método permite uma determinagio mais precisa do ponto Gtimo, j&
que o simplex pode “encolher” nas suas proximidades. Além disso, o simplex modificado
pode resultar em um niimero de ensaios menor que o simplex basico, porque o simplex pode
“esticar-se” quando estiver longe do ponto procurado, aproximando-se mais rapidamente da

regifio de interesse (BARROS ez alii, 1995).

Esta técnica € especialmente efetiva quando o numero de pardmefros a serem

ajustados ¢ elevado.

Os parametros do modelo matematico ajustados foram: as constantes Gy, ky ¢ k,,
relacionadas a cinética de adsorcfio, o coeficiente de dispersdo axial (E), a difustvidade
sfetiva (D), a difusividade molecular (D), 2 porosidade do leito (£) ¢ a porosidade da

particula (£,).



BONOMI ¢r «/ii (1993) comentam que, a fim de resolver um complexo problema de
otimizagio, ¢ muito importante ter boas estimativas iniciais dos valores dos pardmetros do

rodelo. Estas estimativas inicials sdo propostas na tabela 4.3,

Tabela 4.3: Estimativas iniciais para os parimetros do medelo mateméitico.

Parametro Simbaolo Estimativa Inicizﬂ Fonte
 Capaciiais mima s T 0 T
resina
Constante Cinética K 3,66 (m'ikg)h” s
Constante Cinética ko 4,18 h'! *
Porosidade do Leito £ 0,37 BUCKEK &
GELDART (1985 %=
Porosidade da Particula Ep 0,42 ROHM & HAAS
{1989 s*x
Difusividade Efetiva Dy 7.78x107 m¥h *
Difusividade Molecular D, 1,7x10° m/h SHERWQOD (1975 )**
Coeficiente de Dispersio E 5,45x10” m*/h GUNN (1987)**

* Valores obtidos em trabalho (em andamento) no Lab. de Bioengenharia, FEA/UNICAMP
** Valores estimados por correlagfes

#¥* Valor médio fornecido pelo fabricante

Para o ajuste dos pardmetros do modelo matematico pelo método simplex modificado
desenvolveu-se, a partir do programa em linguagem FORTRAN proposto  por
HIMMELBLAU (1972), uma versdo em linguagem PASCAL (Turbo Pascal 7.0, Borland)
adaptada ao caso em estudo, sendo que o algoritmo consistiu essencialmente de um conjunto

de regras para o deslocamento do simplex.

O programa para simulagio da separagic de cefalsoporina C coluna cromatografica

fot acoplado ao programa SIMPLEX como uma sub-rotina do mesmo.
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Defintu-se a fung¢do objetivo a ser minimizada como sendo a soma dos quadrados dos

CHOS!
FO = i (C .‘"'J Cs‘) i = C Cc’iup): I R (4 8)
1

Na equacio (4.7), N corresponde 20 numero de portos considerados, ¢ C/Hly,, €
CiCyeyp representam, respectivamente, os valores simulados e experimentais de C/C, na saida

da coluna .

O ajuste termina quande o valor de O nos vértices do simplex, ¥O;, ¢ a média

destes valores, FO: | satistaz a inequacéio.

(i(?’oj_ Fb‘)zr;

e

g - I e ol : 18
Na equago (4.9), o ¢ o pardmetro de convergéncia (@ = 107 de acordo com

CASSILAS er alii, 1993),

< @ (4.9)
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaios Experimentais de Separacio de Cefalosporina C em Coluna de Leito Fixo

A tabela 5.1 mostra um resumo dos resultados obtidos para os ensaios experimerntals

propostos no 1item 4.1.2.

Tabela 5.1: Resultados obtidos nos experimentos de separacio de cefalosporing C em

coluny de leito fixe.

Ensaic

td

Lad

10

il

12

13

i4

L8 46 v(mh)
e i
50 40297 (0306
7.5 06,0297 0306
7.5 00297 0,306
10 0,0297 0,306
10 0,0297 0306
50,0210 0,306
50,0210 0,306
50,0500 0306
5 00560 0306
50,0207 0,153
50,0297 0,153
50,0297 0612
5 00297 0612

tp{h}

0.77

1,18
1,59
1,68
0,95
0,94
0,50
0,50
1,90
1,93
0,31

0,27

t (b}

3.24

Qux10° (Kg)  Q.x10°(Kg)

243

4,32

2,29

9

0,44
0,49
0,50
0,54
055
0,59

0.60

0,28

2

0,98
0,97
0,98
0,98
0,98
0,98
0,99
0,97
0,97
0,97
0,98
0,97

0,97

P x107 (Kgh)
8,24
8,52
8.71
9,10
9,22
9,42
9,62
6,81
6.83
4,51
4,57
14,01

13,27

Com respeito 4 relagdo comprimento do leito - didmetro da coluna (L/6), um aumento

desta foi favoravel, como mostrado na figura 5.1, ja que a fracdo ndo utilizada da coluna,

quando a ruptura ocorre, decresceu e a eficiéncia de utilizacdo do leito aumentou, As
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quantidades adsorvidas, até o tempo de ruptura € exaustdo, tiveram um aumento pronunciado,
ja que tem-se maior quantidade de adsorvente e, ao contrario do esperado, a produtividade
aumentou. Portanto, prefere-se a utilizagdo de maiores valores de L/0, mas deve-se considerar
o tempo de ruptura (t,) resultante, verificando se ndo ha perdas de cefalosporina C por

decomposi¢do desta. A perda de carga também deve ser considerada.

1.00 —
0.80
0.60
8 L=5c¢cm
)
L=75cm
0.40
L=10cm
0.20
0.00 =
8.00

Figura 5.1: Influéncia de L/6 na curva de ruptura obtida na separacio de cefalosporina

C em coluna de leito fixo. Cy= 0,06 g/1; dp/6 = 0,0297; v = 0,306 m/h.

A figura 5.2 mostra o efeito da relagdo didmetro da particula - didmetro da coluna
(d,/0) na separa¢do da cefalosporina C. Para particulas menores (d, < 210 um) observou-se
um maior tempo de ruptura, ¢ a elevagdo da concentragio de cefalosporina C na saida da
coluna foi mais abrupta, o que evidencia uma maior taxa de adsorgdo, bem como maior
produtividade. A medida que d, foi aumentado, observou-se redug¢@o no tempo de ruptura e

na produtividade. As quantidades de cefalosporina C adsorvida nos tempos de ruptura ¢ de
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exaustdo ¢ a eficiéncia de utilizagdo do leito foram fortemente influenciados por d,/0,
verificando-se aumento de Q,, e ¢; com a redugdo de d,, pois a capacidade de adsor¢do esta
relacionada a superficie especifica. A adsor¢do da cefalosporina C em Amberlite XAD-2
ocorre principalmente na superficie ¢ camadas mais externas da resina, sendo que particulas

menores resultam em maior superficie disponivel.

1.00
P RAB A 11
0.80 ]
dp=210 E-6 m
0.60 dp=297 E-6 m
S dp= 500 E-6 m
) &
0.40 &
! 5
!
0.20
0.00 — sl --
0.00 2.00 4.00 6.00

Tempo (h)

Figura 5.2: Influéncia de d,/0 na curva de ruptura obtida na separacio de

cefalosporina C em coluna de leito fixo. Cy= 0,06 g/1; L/6=5;v=0,306 m/h.

Além disso, pela correlagio de ARNOLD er alii (1985), apresentada na equagdo
(3.19), a medida que d, ¢ aumentado o coeficiente de transferéncia de massa diminui,

dificultando a adsorg¢ao.

A figura 5.3 mostra a influéncia da velocidade superficial (v) na adsor¢do da

cefalosporina C em coluna de leito fixo contendo Amberlite XAD-2. Apesar de um aumento
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na velocidade superficial reduzir a resisténcia a transferéncia de massa, conforme a
correlagdo de ARNOLD er alii (1985), esse aumento, na faixa estudada, mostrou-se
desfavoravel, pelo fato da taxa de adsorg¢@o ser lenta, havendo arraste da cefalosporina C
atraveés da coluna, que foi evidenciado pelo aumento brusco da concentragio de cefalosporina

C na saida, ja no inicio do ensaio, € pelo menor tempo de ruptura.

Observa-se, portanto, que ha uma limitagdo na velocidade superficial, em decorréncia

da cinética de adsorcao.

Notou-se entretanto que um aumento em v levou a um ganho em produtividade,
portanto na escolha de uma velocidade superficial para o processo deve-se considerar o

bindmio eficiéncia e produtividade, tendo em vista aspectos econdmicos.

1.00
|
i
080 —
|
; ._'il'li gv
! v=0,153 m/h
| #
0.60 — - v=0306mh
| it 9
S | ; v=0,612 m/h
&) ; ’
| b 7
040 — & J
i
0.20
0.00 o
0.00 4.00 8.00
Tempo (h)

Figura 5.3: Influéncia da velocidade superficial na curva de ruptura obtida na separacio

de cefalosporina C em coluna de leito fixo. Cy= 0,06 g/I; L/0 = 5; dp/0 = 0,0297.
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Em todos os ensaios realizados, a eficiéncia de recuperaglio da cefalosporina C {9,)

fot alta, indicando pequenas perdas de cefalosporina C até a ruptura.

E interessante também observar que a saturago em todas as curvas nfio € completa,
pois C/Cy € menor que 1 na sajda da coluna. Este fate pode ser explicado por problemas

difusionais que limitam o processo de adsorcio.

Um outro aspecto que deve ser notado ¢ que a quantidade de cefalosporina C
adsorvida tanfo em f;, como em t, € baixa, quando comparada com a capacidade maxima da
resina. Fste baixo desempenho € caracteristico do processo de separacfio de cefalosporina C
por adsorventes poliméricos nido-polares, sendo o fato comentado por VOSER (1982}, ou

seia, a capacidade dindmica da coluna € baixa.

As tabelas 5.2 e 5.3 mostram os resultados obtidos por FIRQUZTALE ef alii (1994)
no estudo da influéncia de L, d, ¢ v sobre a eficiéneia de uma coluna de leito fixo atraveés de

stmulacdes.

Tabela 5.2: Dados obtides por FIRQUZTALE et alii (1994) em simulaches de separacio

de cefalosporina C em coluna de leito fixo contendo 2 resina Amberlite XAD-16.

L(m)  dy(um) v{m/Mh)  Eficiéncia
R T L
0,125 116 5.73 0,30
0,125 200 5,73 0,51
0,125 310 5,73 0,24
0,125 486 5,73 0,08
0,250 310 5,73 0,46
0,500 310 5,73 0,70
0,750 310 5,73 0,80

Cy= 10 mg/ml; 8 =002 m;
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Tabela 8.3: Dades obtidos por FIROUZTALE ef alii (1994) em simulacdes de separagiio

de cefalosporina C em coluna de leito fixe contendo a resina Amberchrom CG-161M,

L(m)  d,(um)  v(mh)  Eficiéncia
B R TR
0,062 84 3,82 0,84
0,062 84 7,64 0,73
0,062 84 15,28 0,53
0,062 84 22,92 0,41

'CIHIZ 10 mg/mi; 6 = 0,02 m;

No trabalho de FIROUZTALE er afii {1994) a eficiéneia foi definida como a relagfio

entre a quantidade de cefalosporina C adsorvida quando C/Cy = 0,01 ¢ 2 capacidade dinfmica

da coluna.

A comparagio torna-se difici], pois as condigdes utilizadas pelos autores foram bem
distintas (Cq, L, 0, v) e as resinas estudadas apresentam propriedades fisicas diferentes da
resina Amberlite XAD-2. Pode-se observar, no entanto, que os valores obtidos neste trabatho
para a eficiéncia de utilizagio do leito sfio compativeis com os apresentados por

FIROUZTALE er alii (1994) ¢ os comportamentos observados, ou seja, como LD, d/G e v

afetam ¢y, foram 05 mesmos.

5.2, Fator de Sensibilidade dos Pardmetros Geométricos e Operacionais ¢ Geométricos

da Coluna

O estudo do fator de sensibilidade dos parfmetros geométricos ¢ operacionais da
coluna ¢ mostrado na tabela 5.4, observando-se um ganho na eficiéncia de utilizagio do leito
{$) com o aumento de L/6 ¢ uma substancial redugio na eficiéncia com o aumento de dy/0 e

v, nas faixas consideradas no estudo.
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Tabela 5.4: .Fator de sensibilidade dos parimetros geométricos ¢ operacionais da coluna.

Parametro  Fafor de Syr* San™ See™ Sp
Alteracio
T Y R BT T I55 T
dy/0 238 -0307 -0,348 +0,014 -0,205
v (m/h) 4,00 -0,147 -0,133  -0,030 +0,668

* O indice corresponde 4 varidvel de saida

Quanto a quantidade de cefalosporina C adsorvida no tempo de ruptura {Qy), ¢ muito
incrementada com o aumento de L/ e reduzida, em menor grau, com o aumento de dy/0 e v,
A quantidade adsorvida no tempo de exaustdo (Q.) ¢ favorecida pelo aumento de L/6, mas

nfio ¢ fortemente influenciada por d,/0 e v.

& produtividade ¢ fortemente influenciada por v ¢, em menor proporgdo, por L/6

{ganho) e d,/0 (perda).

Estes resultados mostram que ¢ fundamental a otimizagdo das condi¢les geomatricas
¢ operacionais da coluna, a fim de maximizar a eficiéneia e produtividade, o que pede ser

feito através de simulacdes com wn modelo validado.

5.3. Ajuste dos Parimetros do Modelo Matemdtico

No ajuste dos parimetros do modelo matemitico pelo método simplex modificado,
adotou-se o tempo de ruptura como limite méximo para coleta dos dados simulados. Os dados
experimentais utilizados corresponderam aos valores medios de C/Cy nos ensatos 1 e 2 (LA =
5, dp/6 = 0,0297 e v = 0,306 m/h), a cada 0,04 h at¢ o tempo de ruptura, totalizande 21

pOTIOS.

Os dados obtidos no ajuste dos pardmetros do modelo matemitico pelo me&todo
simplex modificado apds 240 horas de processamento {microcomputador Pentium 100) estdo

indicados na tabela 3.5.
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Convém salientar que estes dados sdo parciais, pois o processamento ainda no havia

atingido seu final, determinado pelo valor de @ estabelecido. Certamente, melhor ajuste ter-

se-ia conseguido com o andamento do programa.

Tabela 5.5: Valores estimados ¢ sjustados dos parimetros do modelo matemético pelo

método simplex modificade.

~ Parimetro Simbolo  Estimativa Inicial VaiérAjustado |
LapdudademamadagJ(}%kym4387}%/1113
esing

Constante Cinética k, 366 (m*/kg)h’ 4,08 (m’/kgih!

Constante Cinética ks 4,18 1 4,661

Porosidade do Letto £ .40 0,70
Porosidade da Particula &y 0,42 0,47

Difusividade Efetiva D 7,78x107 m'/h 1.05x10 m*h
Difusividade Molecular Dy, 17310 m¥h 1,89x10° m*/h
Coeficiente de Dispersio E 5,45x10 m¥/h 6,07x10™ m*/h

Observa-se que os pardmetros com maior alteragdo em relagdo a estimativa mnicial sdo
a difusividade efetiva e a porosidade do letto.
SOMMERS et afii (1994) usaram a difusividade efetiva como pardmetro de ajuste do

maodelo de adsorciio de endo-poligalacturonase sobre alginato.

Ha evidéncias que o processo de adsorgiio de cefalosporina C em Amberlite XAD-2 ¢

governado pelo mecanismo de difusdo nos poros (FIRQUZTALE et alii, 1994}

Na adsorciio de lisozima em material poroso, WEAVER & CARTA {1996) adotaram
o nimero de Biot (Bi) como forma de avaliar a importincia relativa da difusio intraparticular

em relacdio a resisténcia a transferéneia de massa externa Encontraram valores de 7.0 a 54,0,
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dependendo da concentragiio de lisozima, tendo considerado predominio da difusio

intraparticular no processo de adsorgio.

Bi é definido como:
. KR -

Bl = —_2 51
! Dmi' ( )

Quanto maior for Bi, maior a importdncia relativa da difusfio intraparticular 0o
processo de adsorcio, pois menor € o valor da difusividade efetiva, comparado ao coeficiente

global de transfer€neia de massa.

Utitizando-se os valores estimados para difusividade efetiva e coeficiente global de
transferéneia de massa tem-se, para os ensaios experimentais realizados, os valores de Bi

apresentados na fabela 3.6,

Tabela 5.6: Valores estimados para o coeficiente de transferéncia de massa, difusividade

efetiva e nimero de Biot nos experimentos realizados.

Ensaio K, (avh) D, {m*/h) Bi
\\\\\ o e R 55
7-8 0,037 7,78 x 107 4,99
9~ 10 0,020 7,78 x 10° 6,43
i1-12 0,024 7.78x 10° 4,58
13- 14 0,036 7,78 x 10° 6.87

Observa-se, na tabela 5.6, valores de Bi proximos aos obtidos por WEAVER &
CARTA (1996) para a lisozima (7.0 para uma concentraciio de hisozima de 0.1 g}, o que

mostra a importincia da difuso intraparticular no processo em estudo.

Pelo método simplex modificado, a difusividade efetiva foi ajustada a um valoer muito
diferente do esperado para a difusio da cefalosporing C dentro dos poros de uma resing

polimérica.
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CASSILAS ef alii (1993), ajustando a difusividade efetiva através de um modelo de

adsorcfio em tanque agitado, encontraram o valor de 1,44 x 10 m*h.

KIRKBY ¢f alii (1986) ¢ FIRQUZTALE et alii (1994), também por ajuste a um

modelo matematico, encontraram o valor de 7,2 x 107 mh.

Todavia, JUANG & LIN (1995), no estudo da adsor¢io de metais em Amberlite XAD-
2 impregnada com di (2 - etithexil) dcido fostérico (D2EHPA), observaram que a adsorgdo de
70" era mais lenta e dificit que Cu’', evidenciado pelas difusividades efetivas,
respectivamente 4,79-9,54 x 107 m¥h ¢ 4.10-932 x 107 m*/h. Os autores comentam que a
raziio para cste resultado ndo ¢ clara, mas poderia estar relacionada a estrutura do complexo

metal-D2EHPA ¢ ao tamanho dos poros da particula.

O valor de difusividade efetiva ajustado é da mesma ordem de grandeza que o valor
obtido por JUANG & LIN (1993) para o 70", sendo que a cefalosporina C utilizada foi na

forma de sal de zinco.

: e + - -
Qutro aspecto ¢ o fato de que a carga do grupo Zn*" poderia tesultar em forgas de
repulsiio entre este grupamento ¢ a superficie ndo-polar do adsorvente, 0 que dificultaria tanto
a adsorco superficial come a difusfio intraparticular, o que seria consistente com o fato da

resina apresentar baixa capacidade dindmica.

Estes fatos comentados indicam que ¢ necessiria a deternminagiio experimental da
difusividade cfetiva da cefalosporina C e da perosidade do leito, a fim de que estimativas
iniciais mais confiaveis possam ser utilizadas para proceder-se ao ajuste dos pardmetios do

modelo matematico.

Os resultados experimentais e resultados preditos por simulagdo com os pardmetros
ajustados do modelo matematico, conforme indicado na tabela 5.5, até o tempo de ruptura,

correspondente & faixa de operaglio da coluna, so mostrados na figura 5.4
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0.15 |

Ruptura
0]0 = ! *
o *
Q = - ¢
L —— Valores Predidos
2 Valores Experimentais
0.05 —| )
| *
000 —+ ; - | st S ——
|
0.00 040 0.80

Tempo (horas)

Figura 5.4: Valores experimentais e preditos pelo modelo matematico até o tempo de

ruptura. Cy= 0,06 g/I; L/6 = 5; dp/0 = 0,0297; v = 0,306 m/h,

O coeficiente de correlagdo encontrado, entre os dados experimentais e simulados, foi
de 0,874. Entretanto, os tempos de ruptura experimental e simulado encontrados,
respectivamente 0,78 h e 0,76 h, foram bem proximos. Além disso, apesar do coeficiente de
correlagio baixo, indicando um ajuste néo satisfatorio, houve sensivel melhoria em relagdo
aos testes iniciais (simulagdes) realizados com os pardmetros ndo ajustados (estimativas

Iniciais).

Convém ressaltar que as curvas de ruptura simuladas apresentadas no trabalho de



Os dados experimentais e simulados até o final do experimento sdo mostrados na

figura 5.5. Verificou-se que o ajuste obtido ainda ndo foi satisfatério, portanto mais

simulagdes em computador devem ser realizadas, visando um melhor ajuste dos parametros

pelo método simplex modificado.

1.00 |
) o ‘M””MW
M/‘
/ -
! II_.- '0
080 — / s
| ..*"
|'II. o‘:
f & Valores Experimentais
0.60 » & P
. ‘ | s —— Valores Preditos
Q =i I':I :
] | | >
040 — |
0.20 — | &
| [ o
(-'If
o
F,
0.00 {__*’_'7_ i —
0.00 2.00 4.00 6.00
Tempo (h)

Figura 5.5: Valores experimentais e preditos com o ajuste do modelo matematico. Cy =

0,06 g/1; L/6 = 5; dp/6 = 0,0297; v = 0,306 m/h.
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6. CONCLUSOES

(Js resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusdes:

¢ Os comportamentos verificados nas curvas de tuptura frente a variagdes em L/2, d,/0 e v sdo
coerenies com a teoria de adsorgdio em coluna de leito fixo, e a reprodutibilidade dos

experimentos foi boa, portanto a metodologia experimental proposta mostrou-se apropriada.

+ O estudo do fator de sensibilidade mostrou que os parimetros operacionais ¢ geométricos da
coluna, passiveis de mampulagio, influenciam substancialmente a eficiéneia de utilizacfo do
letto da coluna, sendo que o aumento de L/6 € a reduciio de d/6 e v melhoram a eficiéncia do
processo. Quanto a produtividade, esta € aumentada incrementando-se os valores de LB ev e
reduzindo d,/8. A quantidade de cefalosporina C adsorvida no tempo de ruptura € muito
incrementada com o aumento de L/@ e reduzida, em menor proporgdo, por dy/0 e v. Os
resultados obtidos justificam uma investigacdo ampla visando a otimizaclio destas condicBes,

gspecialmente v, para a maximizacgio da eficiéneia ¢ produtividade.

¢ A resisténcia a difusfio intraparticular ¢ a etapa limitante do processo, podendo considerar a

resisténcia a transferéncia de massa externa negligenciavel.

+ As estimativas iniciais adotadas para as constanies cinéticas Q,, k; e ky, utilizadas no ajuste
dos parfmetros do modelo matematico pelo método simplex modificado, podem ser

consideradas satisfatorias, pois, no ajuste, ndo sofreram grande alteraciio.

¢ A difusividade efetiva (D) ¢ a porosidade do leito (g,) foram os parimetros do modelo
matematico mais alterados, em relacfio a estimativa inicial, sendo que afetam muito a curva de

ruptura, E, portanto, necessario uma investigagio mais profunda a respeito destes parimetros.
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7. SUGESTOES E RECOMENDACOES

¢ O programa SIMPLEX pode ser aperfeigoado com o estabelecimento de limites inferior e

SUPETIOT para 0S pardmetros a serem ajustados.

¢ A difusividade efetiva, a porosidade do leite ¢ a porosidade da particula podem ser

determinados experimentalmente, permitindo, no ajuste, Hmitar sua variacio a uma faixa

proxima aos valores experimentais,

# Com os dados experimentais disponiveis, paras diferentes condigdes geométricas ¢
operacionais da coluna, pode-se partir para novos ajustes dos pardmetros do modelo
matematico pelo meétodo simplex modificado, utilizando todo o intervalo de tempo de

realiza¢do do experimento.

¢ Com o modelo matematico validado ¢ possivel a otimizagio dos pardmelros geometricos e
operacionais da coluna, avaliando-as em uma ampla faixa, procurando maximizar a eficiéncia

de utilizagdo do Igito ¢ a produtividade.

¢ E interessante explorar aspectos referentes a dessorgio da cefalosporina C, experimentalmente

¢ por modelagem matematica ¢ simulag8o.
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