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Resumo

Leito mével simulado (LMS) ¢ um importante processo de separagdo
cromatografica continua que utiliza uma série de colunas contendo uma fase sélida
adsorvente e que estdo conectadas de modo a se formar um circuito que € dividido
em quatro zonas, possuindo duas correntes de entrada (alimentacdo e dessorvente)
e duas correntes de saida (retirada do extrato e do refinado). A alimentacfio é uma
solugio homogénea que contém duas substincias a serem separadas e cuja
concentragdo € conhecida para cada uma delas, sendo que essas substincias
apresentam interacbes distintas com o sé6lido adsorvente. O dessorvente (ou
eluente), em geral, é o proprio meio liquido solvente (para alimentagdo liquida) e
tem por fungdo dessorver a substincia que teve uma interacio mais forte com o
s6lido adsorvente e transportd-la para o ponto de retirada do extrato. No refinado
¢é retirada a substéncia que teve interacdc mais fraca com a fase adsorvente. As
entradas e saidas sdo periodicamente movidas na direcio do fluxo de liquido,
simulando um movimento contracorrente com a fase so6lida adsorvente. O
processo LMS foi criado no inicio dos anos 60 para aplicacdo na indastria
petroquimica, porém, a sua aplicacdo na separacdo de biomoléculas como as

proteinas vem ganhando importincia dentro das indtstrias de biotecnologia.

Os objetivos deste trabalho sdo obter experimentalmente isotermas de
adsorgdo das proteinas a-lactalbumina (A-La) e B-lactoglobulina (B-Lg) em resinas
trocadoras de dnions e desenvolver uma rotina computacional para um sistema
LMS com oito colunas (duas colunas por zona) para estudar a separagio dessas
proteinas a partir da simulagio dos perfis de concentra¢do no extrato e no refinado.
A A-La e a B-Lg estdo presentes no soro do leite bovino com concentraces da

ordem de 1,0 g/L e 3,0 g/L, respectivamente.

As isotermas de adsorcio foram obtidas a 25 °C em resinas trocadoras de
anions Accell Plus QMA (Waters Co) utilizando como solvente o tampédo Bis-Tris-
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HC! pH 6,5 com concentragdes de cloreto de sédio (sal) entre 0 e 250 mM. A rotina
computacional do LMS foi desenvolvida no ambiente MS Fortran PowerStation 4.0
através da soluciio numérica dos modelos utilizando o algoritmo Runge-Kutta-

Fehlberg.

As isotermas de adsorcio obtidas com o uso de 200 e 250 mM de sal
permitiram a obtengdo dos parametros de equilibrio mais propicios de serem
aplicados no LMS. Essas isotermas, obtidas para cada proteina individualmente ou
misturadas, mostraram uma relagdo linear numa faixa de concentragtes além da
comumente encontrada no soro do leite bovino e, ainda, a B-Lg adsorveu mais

fortemente que a A-La.

A rotina computacional desenvolvida para o LMS foi capaz de simular os
perfis de concentragdes do extrato e do refinado e indicam que as protefnas A-La e
B-Lg podem ser separadas, de forma continua, a partir da solucdo-mistura
alimentada. A pureza do extrato (B-Lg) e do refinado (A-La) ficaram proximas a
100% quando se usa apropriados tempos de troca das colunas e combinagdo de
vazdes nas diferentes zonas do LMS. Isso também permitiu uma baixa diluicdo das
correntes do extrato e do refinado. As simulactes podem ser feitas de forma répida
e os resultados obtidos nas simulacBes necessitam de wuma confirmacio

experimental.




Abstract

Simulated moving bed (SMB) is an important process for the continuous
chromatographic separation. It uses a series of columns containing an adsorbent
solid phase and all columns are connected in such a way to form a circuit that is
divided in four zones, possessing two inlets (feeding and desorbent) and two
outlets (extract and raffinate withdraws). The feeding is a homogeneous solution
that contains two substances to be separated and whose concentrations are known
for each one of them. The substances to be separated must have different degrees
of interactions with the solid adsorbent. The desorbent (eluent) may be the liquid
solvent used in the feeding solution, and its main function is to remove and to
transport the substance that presented the stronger interaction with the adsorbent
phase to the extract drawoff. In the raffinate is removed the substance that had
weaker interaction with the adsorbent. Both, the inlets and outlets ports are
periodically shifted along the liquid flow direction. This creates the simulated
countercurrent movement of the solid phase in SMB. Such SMB process was
initially created for application in the petrochemical industry in the sixties.
Nowadays, its application to separate biomolecules such as proteins is gaining

special attention by biotechnological industries.

The goal of this work are experimentally to obtain equilibrium adsorption
isotherms for the proteins o-lactalbumin (A-La) and B-lactoglobulin (B-Lg) using
anion-exchange adsorbent resins and to develop a computational routine for a
SMB system presenting eight columns (two columns in each zone) to study the
separation of those proteins when simulating the concentration profiles in the
extract and in the raffinate. The proteins A-La and B-Lg are present in the bovine

milk whey with concentrations around 1,0 g/L and 3,0 g/L, respectively.

The equilibrium adsorption isotherms were obtained at 25 oC on Accell

Plus QMA (Waters Co) anion-exchanger resins using Bis-Tris-HCI pH 6,5 buffer as
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solvent with concentrations of sodium chloride (salt) ranging from 0 to 250 mM.
The SMB computacional routine was developed in MS Fortran PowerStation 4.0
obtaining the numeric solution of the models using Runge-Kutta-Fehlberg
algorithm.

The adsorption isotherms using 200 and 250 mM of salt allowed us to get
the most favourable equilibrium parameters to be applied for the SMB separation.
Those isotherms obtained for each protein, individually or mixed, showed a linear
relationship in a range of concentrations beyond of those commonly found in the

bovine milk whey. Moreover, B-Lg was more strongly adsorbed than A-La

The developed SMB computational routine was capable to simulate the
concentrations profiles for both the extract (B-Lg) and the raffinate (A-La) streams.
The simulations indicate that the proteins A-La and B-Lg can be continuously
separated with extract and raffinate purities reaching 100% when applying proper
switching time and combination of flowrates for each zone. Also, It allowed a low
dilution of those proteins in the extract and raffinate. The SMB simulations can be

fastly executed, and the simulated results need an experimental confirmation.
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Figura 5.11: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como fungio
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Figura 5.13.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona). Tempo de
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Figura 5.14: Curvas de breakthrough experimentais para a mistura 1:1
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Nomenclatura

A= area da secio transversal da coluna, cm?

ay= drea especifica do adsorvente, cmZ.cm3

C'= concentracio no liquido em equilibrio com a do adsorvente, mg.mL-!
C= concentragdo na fase liquida, mg.mL-!

Dax= coeficiente de dispersdo axial, cm2.min1

K= coeficiente de distribuicdo do componente , adimensional
K= coeficiente de distribui¢io do componente ,mL.g1
Ka=constante de associa¢éio na equacdo de Langmuir competitiva,mL.mg-1
Kd= constante de dissociagdo na equacdo de Langmuir, mg.mL-!
k.=constante de adsorcdo, mL.mg1.min-

kg= constante de dessorcdo, min-!

k¢= coeficiente global de transferéncia de massa, c:m.minll‘

L= comprimento da coluna, cm

q= concentracdo na fase sélida, mg.g?

Q= vazao volumétrica, mL.min*?

q= capacidade méxima de adsor¢io para o adsorvente, mg.g-1
T= tempo de troca, min

t= tempo, min

u= velocidade intersticial, con.min-!

vo=velocidade superficial, cm.min-?

x= distdncia normalizada, adimensional

z= diregdo axial no sentido do fluxo liquido, cm

Simbolos Gregos
o= fator de separacdo definido na Eq.(8), adimensional

= fator de seguranca (j=1,2,3 ou 4), adimensional



g= porosidade do leito, adimensional

y= razdo entre as vazdes do sélido e do liquido, adimensional

n=(1-€}/¢

Subscritos

A= alimentacdo

D= dessorvente

E= extrato

I, II, Il ou IV = zona do leito moével
i= componente (i=1, 2)

j= zona do LMS (j= L, I, II1, IV)

R= refinado

s= sOlido

Sobrescritos

ent= entrada da coluna

saj= saida da coluna
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Capitulo Um

INTRODUCAO

A cromatografia liquida tradicional em batelada tem sido amplamente
utilizada pelas inddstrias farmacéuticas, de quimica fina, de bioprodutos, entre
outras, seja para fins analiticos ou também como uma técnica preparativa. Pode-se
citar duas principais desvantagens das separacbes cromatogréaficas tradicionais: a
descontinuidade do processo e a dilui¢do do produto. No intuito de superar essas
desvantagens, surgiram 0s métodos cromatogrificos continuos. Os sistemas
cromatograficos continuos tém sido utilizados em escala industrial desde 1964,
principalmente nas indistrias petroquimicas e de processamento de aclicares
(Barker e Abusabah, 1985), de quimica fina (Ganetsos e Barker, 1993) e atualmente,
as indftistrias de biotecnologia tém mostrado um interesse crescente pelos sistemas
cromatograficos continuos. Os processos continuos apresentam produtividade
mais alta e permitem uma utilizacdo mais eficiente da fase adsorvente, pois a forca

motriz é mantida mais elevada, o que melhora a transferéncia de massa.

Dentre os sistemas de separagdo continua, o processo mais conhecido é o
SORBEX (Broughton, 1961), que foi desenvolvido pela Universal Oil Products
(UOP) nos Estados Unidos e que originou o processo conhecido como leito mével
simulado. Ha dois tipos principais de leitos moéveis: o leito mével verdadeiro
(LMV) e o leito mével simulado (LMS). O LMV é um sistema cromatografico
continuo tradicional no qual hd um escoamento real da fase sélida adsorvente que
é efetuado numa direcdo oposta ao escoamento da fase liquida. Porém, devido as
dificuldades associadas para promover o escoamento uniforme da fase sélida e a
degeneracdo desta fase devido ao atrito, 0 escoamento contracorrente entre as fases
solida e liquida pode ser obtido simulando o movimento da fase solida através de

uma adequada e periodica troca nas posicdes das entradas e saidas do sistema ao



JIongo do leito que passa a ser composto por vérias colunas conectadas na forma de
um circuito. Essas trocas sdo efetuadas em intervalos regulares e, dessa forma,
acabam por promover um movimento relativo contracorrente dando origem ao
leito movel simulado. O uso de valvulas rotativas especiais permite fazer as trocas

das correntes de forma simultinea e eficiente, controladas por computador.

O LMS é dividido em 4 zonas (ou segdes) e- apresenta duas linhas de
entrada, sendo uma a alimentacio e a outra o dessorvente (ou eluente) e duas
linhas de saida (ou de refirada), sendo um ponto de retirada do extrato e outro de
retirada do refinado (alguns autores chamam de rafinado). A Fig.1.1 abaixo mostra
um esquema simplificado do LMV e do LMS com oito colunas, sendo duas colunas

em cada zona; no entanto, outras configuracgdes sdo possiveis.

,‘, f Extrato

Refinado
(A)
Alimentacio |
(A+B) v Liguwo v | I
¥Extrato
B
(4)
Eluente Eluente 1 Refinado
Sélido Liquido
LMV LMS

Figura 1.1: Esquema simplificado do LMV (a esquerda) e do LMS (a direita) com 8

colunas. O componente (A) adsorve menos fortemente que o componente (B).




A alimentacdo é uma mistura homogénea das duas substincias a serem
separadas e numa concentracdo conhecida, o dessorvente (eluente) em geral, € o
préprio meio liquido solvente. No extrato é recuperada a substancia que interage
mais fortemente com a fase adsorvente e no refinado recupera-se a outra
substancia, tendo-se dessa forma a separagdo de ambas. A separagdo completa s6
acontece apds um certo ntimero de ciclos (um ciclo é o tempo que uma coluna leva
para retornar & mesma posicdo, sendo dado pelo ntimero de colunas do sistema
multiplicado pelo tempo de troca). O projeto do TLMS é relativamente complexo e
envolve pelo menos uma dezena de parametros especificos como: didmetro das
colunas, os comprimentos das 4 zonas de separacio e respectivas vazdes e também
o tempo de troca das posicdes das colunas (ou das entradas e retiradas). O LMS é
especialmente indicado para separar moléculas que tenham similares seletividades
pelo adsorvente, o que dificulta e encarece a separagio num processo
cromatografico convencional em batelada. Como exemplo, temos a separagido de
isdbmeros na indtstria petroquimica (Furlan, 1994) e a separagdo dos agicares

glicose e frutose (Hashimoto et al.,1983a).

A utilizagdo do LMS para a separagdo de biomoléculas como as protefnas
tem sido pouco estudada (Gottschlich e Kasche, 1997). As moléculas protéicas sdo
bastante sensiveis as condi¢des de pH, forca idnica, temperatura e outras condictes
ambientais &s quais estdo submetidas, sendo importante estabelecer condictes que
promovam a separacdo continua desses bioprodutos de interesse comercial. Deve-
se fazer uma escolha apropriada da fase sélida adsorvente, da fase liquida e
respectivas condicSes ambientais (pH, forca idnica, temperatura, etc) e dos
parametros de operacdo do sistema, como as vazdes nas diferentes zonas que
permitirdo o LMS operar de forma eficiente, promovendo a completa separacéo.
Este trabalho, que considera a separacdo de proteinas em LMS, é o pioneiro neste

campo aqui no Brasil.

A modelagem matematica do LMS permite a obtengdo de rotinas que

conseguem prever, através da execugdo de programas computacionais, ©
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comportamento dindmico do LMS. Através dos resultados obtidos, podemos
selecionar as melhores condi¢bes de operagdo as quais servirdo de base para uma

operacio real, o que diminui consideravelmente os custos de operacio do sistema.

Os objetivos deste trabalho sdo obter experimentalmente isotermas de
adsor¢do das proteinas a-lactalbumina (A-La) e B-lactoglobulina (B-Lg) em resinas
trocadoras de 4nions e desenvolver uma rotina computacional para um sistema
LMS com oito colunas (duas colunas por zona) para estudar a separacio dessas
protefnas a partir da simulag@o dos perfis de concentragdo no extrato e no refinado
aplicando os parametros de equilibrio obtidos através das isotermas de adsorc¢do
utilizando resinas de troca aniénica Accell Flus QMA (Waters Co). Essas proteinas
estdo presentes no soro do leite bovino em concentracdes em torno de 1,0 mg/mL
para a A-La e de 3,0 mg/mL para a B-Lg e sdo importantes fontes nutricionais,
sendo, geralmente, residuos de industrias de laticinios com aplicagbes pouco
nobres. Infelizmente, por motivos burocraticos alheios a nossa vontade, ndo foi
possivel, no transcorrer deste trabalho, a montagem de um sistema LMS para que
fosse possivel obter resultados experimentais de modo a comparara-los com os

resultados simulados.




Capitulo Dois

REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo veremos o que sdo as proteinas e suas caracteristicas
ibnicas. Sera apresentada a composigio do soro do leite, o qual contém as proteinas
a-lactabumina e B-lactoglobulina, que sdo as proteinas de interesse neste trabalho.
Também serdo vistos os principios da troca iénica e como ocorrem as separacdes
cromatograficas em colunas contendo resinas trocadoras de ions, visto que um
adsorvente de troca idnica foi utilizado para obter os pardmetros de equilibrio
utilizados para simular a separagdo e purificacio da o-lactabumina e fB-
lactoglobulina no LMS. Também seré visto o que sdo leitos méveis e as separacdes

em leitos moéveis.

2.1- ASPROTEINAS

Proteinas sdo moléculas organicas compostas por uma sequéncia de
aminoacidos ligados numa longa cadeia formando um heteropolimero.
Representam a maior por¢do da massa seca de uma célula orgénica. A maioria das
moléculas protéicas contém os 20 aminocéacidos (aa) mais comuns e centenas deles
se ligam formando uma molécula com peso molecular que varia numa faixa de
6x10%a 1x106 de daltons. As protefnas possuem diferentes fungdes, dentre as quais
podemos destacar a catdlise enzimatica (ex. amilases, lipases), articulacio
estrutural (ex. colageno, elastina), transporte {ex. hemoglobina), horménios (ex.

insulina), defesa (ex. imunoglobulinas) e toxinas (ex: veneno de cobra, ricina).

Farfan (1994} apresenta de forma breve e objetiva 0 que sfo as proteinas e
os seus residuos de aminoacidos e como elas sio formadas, quais as principais

interacdes e reagdes a que estdo sujeitas e suas aplicagbes.



As propriedades das proteinas dependem, entre outros fatores, de como os
aminoacidos estdo dispostos ao longo da cadeia polipeptidica. Os aminoécidos se
ligam covalentemente por ligagdes peptidicas formando uma cadeia polipeptidica
ndo-ramificada. Cada aminoacido possui na sua estrutura quimica grupos laterais
que podem ser ndo-polares/hidrofébicos, polares/hidrofilicos com carga ou

polares mas sem carga.

A sequéncia de aminodcidos numa molécula de proteina caracteriza a sua
estrutura primaria. A estrutura secundaria é o primeiro arranjo espacial da
molécula e pode ser em hélice, folha-sanfonada, fitas, etc, dependendo da estrutura
primédria. A estrutura tercidria é criada por interacbes especificas entre os
diferentes residuos (aminoacidos na molécula protéica) provocadas por diferentes
forgas que incluem pontes de enxofre, hidrogénio, salina, hidrofébicas entre outras,
dando & molécula uma forma globular ou de fibras para a maior parte delas.
Podemos ainda ter uma estrutura quaternaria, quando os residuos que ficaram
expostos na superficie da estrutura tercidria interagem com os residuos de outra
molécula por forcas similares aquelas que mantém a estrutura terciaria e assim
formam madltiplas unidades de tamanho variavel (dimeros, trimeros, tetrimeros,

etc). A Fig.2.1 representa, de forma simplificada, os tipos de estruturas protéicas.

Indtstrias em todo o mundo processam anualmente milhdes de toneladas
de produtos protéicos gerando uma grande quantidade de residuos ricos em
proteinas que, por apresentarem alto valor bioldgico, t¢m despertado uma
crescente necessidade de aproveitd-los para fins de nutricio humana ou animal.
Além disso, a produgdo de proteinas com fungBes terapéuticas, entre outras, revela
a necessidade de se desenvolver, a custos cada vez menores, processos
biotecnologicos eficientes para a recuperacdo, separacdo e purificagio dessas

proteinas a partir do meio onde foram produzidas (Atkinson e Sainter, 1982).
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Figura 2.1: Estruturas das moléculas de proteinas.




2.1.1- CARACTERISTICAS IONICAS DAS PROTEINAS

Como vimos, as proteinas apresentam uma longa cadeia polipeptidica com
residuos de aminodcidos. Assim, além dos grupos carboxil e amino presentes nas
extremidades da cadeia polipeptidica, os residuos R dos diferentes aminoacidos
que formam a estrutura primdria da proteina podem ser positivamente ou
negativamente carregados, dependendo do pH da solug¢do, sendo, dessa forma, um
polieletrélito. A carga liquida da proteina varia com o pH e depende do nimero e
tipos de grupos R ionizaveis contidos na molécula. Em geral, as proteinas estio
positivamente carregadas em baixos pH e negativamente carregadas em altos
valores de pH. Para cada protefna hd um valor de pH chamado ponto isoelétrico
(pI), no qual a carga liquida é nula. A relagdo entre carga liquida e o pH pode ser
determinada experimentalmente utilizando fons H* para fazer a titulacéo e assim &
possivel conhecer o pl da molécula. Pode se afirmar que para valores de pH abaixo
do pl, a carga liquida é positiva e para valores de pH acima do pl a carga liquida ¢

negativa e maior serd o namero de cargas a medida que o pH se distancia do pl.

2.2~ AS PROTEINAS DO SORO DO LEITE

O soro de leite € um produto biolégico proveniente das indistrias de
laticinios e possui em sua composicdo substincias como peptideos, aminoacidos,
lactose, acido lactico, proteinas, residuos de caseinas e de gordura do leite e
minerais. O soro do leite é um subproduto obtido apés a coagulacio da caseina do

leite durante a producéo de queijos.

Em 1990, a producdo mundial do soro de queijo foi estimada em cerca de
102,6 milhdes de toneladas, que contém cerca de 6,1 milhdes de toneladas de
matéria seca com alto contetdo protéico. A principal aplicagdo para o soro do leite
tém sido na alimentacdo animal, no entanto, alguns trabalhos tém sido dedicados

na recuperagdo de importantes componentes do soro, como as proteinas, que uma




vez separados e purificados adequadamente, podem ser utilizados nas indistrias

de alimentos e também farmacéutica (Carrére, 1993).

A Tabela 2.1 mostra a composicioc do leite bovino comparada com o leite

humano (James, 1994).

Tabela 2.1: Componentes do leite bovino e humano (James, 1994)

Componente Concentragio (g/100g) Concentracio (g/100g)
(leite bovino) (leite humano)

Agua 87,3 87,1
Lactose 4,6 7.1
Lipideos 3,9 4,5
Proteinas: soro 0,6 0,5

caseina 2,6 - 04
Cinzas 0,7 0,2

As industrias de alimentos exploram as propriedades funcionais das
proteinas tais como absorcio e ligacdo de agua, gelatizagdo, elasticidade, entre

outras, na produgéo de alimentos processados como as carnes, linguicas e queijos.

As proteinas que estdo presentes em maior quantidade no soro do leite
bovino sdo a B-lactoglobulina, a a-lactalbumina, a albumina e as imunoglobulinas.
A Tabela 2.2 apresenta as composicbes médias e propriedades de algumas
proteinas do soro de leite. Como podemos observar, a B-lactoglobulina (B-Lg) e a
a-lactalbumina (A-La) sdo as proteinas encontradas em maior abundéncia e sdo
sintetizadas nas glandulas mamérias enquanto que a albumina (BSA) e as
imunoglobulinas (Ig) sdo de origem sangiifnea. O valor nutricional da B-Lg e da A-

La é grande devido a riqueza de aminoacidos que possuem. As imunoglobulinas
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tém a importante funcdo de fornecer defesa imunolégica. A seguir, teremos mais
algumas informacdes sobre a A-La e a B-Lg que sédo as proteinas de interesse neste
trabalho. A pagina http://www.rcsb.org/ pdb /searchlite html permite acesso a
maijores informacOes sobre proteinas, como estrutura tridimensional animada,

seqiiéncia de aminoacidos, etc.

Tabela 2.2- Composigdo protéica do soro do leite bovino (*Hambraeus, 1982).

Proteina Concentmg{io* (L)  Massa Molecular (KDa ) pI
p-lactoglobulina 3,0 18,4 5,35 - 5,49
a-lactalbumina 0,9 14 48
soralbumina 0,3 69 49
IgG, IgA, IgM 07 150 a 900 6,2-7,0
Lactoferrina 0,012 76,8 87
Lactoperoxidase 0,030 78 9.6

O leite humano nidoc possui a B-lactoglobulina, enquanto que a o-

lactalbumina se encontra com concentracdes em torno de 1,6 g/L (James, 1994).

2.2.1- A g—-LACTALBUMINA

A a-lactalbumina (A-La) é uma proteina globular com massa molecular
aproximada de 14 KDa e ponto isoelétrico igual a 4,8 (Fox, 1989). Apresenta 123
residuos de aminoacidos, curiosamente, 43 dos quais sdo sequéncias homélogas as
encontradas na lisozima do ovo de galinha. Apresenta 4 pontes dissulfeto. Possui
uma configuracio estidvel entre os pHs 5,4 e 9,0 e uma molécula pode ligar-se a um
fon Ca?*. Em pH 4,0 a proteina se desnatura irreversivelmente e perde o fon Ca?*.

A A-La tem um importante papel na nufricdo humana, principalmente para as
10




criangas, devido aos seus residuos de aminodcidos que suprem os requerimentos

6timos, e também devido a grande quantidade de residuos de triptofano.

2.2.2. A B-LACTOGLOBULINA

A B-lactoglobulina (B-L.g) é a proteina presente em maior concentracdo no
soro do leite bovino. Apresenta-se como a combinacio de duas protefnas: a B-
lactoglobulina A e B, sendo que cada uma apresenta 165 residuos de aminoécidos
com duas pontes dissulfeto e uma cistina livre e ambas diferem apenas em dois
residuos de aminodcidos (Liao et al., 1987). Seus pontos isoelétricos se situam entre
5,35 e 549. A B-Lg existe como um dimero estdvel entre os pHs 5,5 e 7,0. Sua massa
molecular, na forma monémero, é de aproximadamente 18,4 KDa. Sua forma de
mondmerc € encontrada para pHs abaixo de 3,5 (Swaisgood, 1982). A fungéo
fisiolégica da B-Lg ainda ndo estd bem estabelecida, mas é suposta a sua
participacéo na ligacdo e transporte do retinol (precursor da vitamina A), visto que
o retinol se liga fortemente a B-Lg, o que impede sua oxidagio (Fox, 1989). A B-Lg

se desnatura irreversivelmente em temperaturas superiores a 70 oC.

2.3-SEPARACAO DAS PROTEINAS

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

técnicas de separagao, podemos citar:

e Precipitacdo: uma das técnicas mais antigas de separagido de proteinas
e que se baseia nas propriedades de solubilidade das proteinas. As
proteinas sdo separadas posteriormente por centrifugacdo (Tessier et

al., 1992). A precipitacdo pode ser feita pelo uso de sais (salting-out),
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precipitacdo no ponto isoelétrico ( a solubilidade da proteina é minima
no seu pl), pelo uso de solventes organicos, pelo uso de polimeros nio-
idnicos como o polietilenoglicol, etc. Uma das desvantagens desta
técnica estd na possivel contaminacdo das protefnas com o agente

precipitante.

P

o Termocoagulacido: a solugdo é submetida a temperaturas elevadas
sendo entdo ajustado o pH a fim de provocar a precipitagdo isoelétrica.
Como conseqiiéncia temos a desnaturagio irreversivel das moléculas

(Tessier et al.,, 1992).

o Ultrafiltracdo e osmose reversa: permite separar as espécies pela
diferenca de massa molecular através de uma membrana de porosidade
conhecida. H4 membranas que permitem a separagio de proteinas cuja

massa molecular difiram por um fator de 2 (Michaels, 1990).

e Extracdo liquido-liquido: implica na dissolugdo preferencial de uma

proteina entre duas fases liquidas (Asenjo, 1990).

o Técnicas cromatogrificas: permitem a separacido de proteinas quando
uma fase estaciondria ou fixa é percorrida por uma fase movel
contendo as proteinas e a separacdo pode se processar devido as
diferencas de intera¢des das proteinas com a fase estaciondria. Entre os
tipos de intera¢bes temos as por afinidade, hidrofobicas, gel filtracio,

troca idnica. Neste trabalho foi aplicada a interagio por troca idnica.

Entre as técnicas citadas, os processos de precipitagdo, ultrafiltracio e os
processos cromatograficos apresentam viabilidade industrial, sendo os processos
cromatograficos os que podem apresentar melhor resolucdo na separagio

(Kaczmarek, 1980).
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2.4-PRINCIPIOS BASICOS SOBRE RESINAS DE TROCA IONICA

Uma resina de troca idnica apresenta dois componentes principais: ©

suporte (matriz) e os grupos funcionais nele ligados.

O suporte é um material insoldvel e, apresenta-se geralmente, na forma de
particulas esféricas onde os grupos funcionais sdo ligados covalentemente. Dentre
esses suportes temos: a celulose, a agarose, as dextranas, o vidro poroso, a
poliacrilamida e os copolimeros. Cada um destes suportes apresenta caracteristicas
distintas de resisténcia mecanica, resisténcia fisica e quimica e de distribuicdo de

poros as quais devem ser levadas em conta para a aplicacdo desejada.

Os grupos funcionais ligados ao suporte fazem com que este apresente a
capacidade de adsorver protefnas com uma determinada carga. A escolha do
trocador de ions (troca de 4nions ou cations) com o grupo funcional apropriado
dependera da carga liquida que a proteina terd, que dependerd do pH do meio
onde ela se encontra diluida. Em geral, as proteinas acidas (pl < 7,0) sdo separadas
com trocadores de &nions e as proteinas basicas (pl > 7,0), com trocadores de
cations. A capacidade iénica (ou o niimero de cargas por unidade de volume) de
um trocador de ions depende da concentracio dos grupos funcionais bem como do
seu estado de ionizagdo. Os trocadores de ions podem ser fortes e fracos. Os
trocadores de ions fortes sdo aqueles que mantém sua carga idnica que os
caracterizam numa ampla faixa de pH, pois possuem grupos anidnicos ou
catidnicos ditos fortes. O estado de ionizagio dos grupos fracos tende a variar com
o pH e esses grupos possuem faixas mais limitadas de uso. A Tabela 2.3 mostra
alguns grupos funcionais que podem ser ligados ao suporte para formar um

trocador de ions.
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Tabela 2.3: Grupos funcionais mais comuns em trocadores de fons (James, 1994).

Trocadores de dnions Grupos funcionais Tipo
Aminoetil (AE-) ~CHXCHNH;+ Fraco
Dietilaminoetil (DEAE-) CHXCH2N+H(CH2CHs) Fraco
Quaternario Aminoetil (QAE-) -OCH2CHyNHCoHs )y CHCH(OH)CH, Forte
Quaternario Metilamino (QMA) ~N(CHs)z+ Forte
Trocadores de cations Grupos funcionais Tipo
Carboximetil (CM-) -CHXOO Fraco
Fosfo -HoPCry Intermediario
Sulfopropil (5) ~OCHXCHOHCH OCHXCHOBCH50 Forte
Sulfopropil (SP-) -OCHCHOHCHOCHCHCHS03 Forte

2.4.7- CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A cromatografia de troca idnica separa moléculas de acordo com a
diferenca de suas cargas e utiliza as resinas de troca idnica. Os ions em solugio,
sejam cations ou anions, associam-se com o0s grupos funcionais da resina de acordo
com sua carga e os contra-fons podem ser trocados por um nfimero equivalente de
fons de mesma carga. Os trocadores de fons que possuem grupos funcionais
carregados positivamente trocam contra-ions carregados negativamente (dnions) e
sdo chamados trocadores de dnions. Do mesmo modo, trocadores com grupos
funcionais carregados negativamente trocam contra-fons carregados positivamente
(cations) e sdo chamados trocadores de citions. A Fig.2.2 mostra um esquema dos

dois tipos de trocadores de ions.

Como vimos, as proteinas apresentam cargas distribuidas ao longo da sua
estrutura, logo, podemos utilizar resinas trocadoras de ions para adsorvé-las. Por
exemplo, as resinas trocadoras de 4nions possuem grupos funcionais carregados
positivamente e assim, interagirio com as cargas negativas de proteinas

dissolvidas em solugdes com pH acima de seu pl.
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Trocador de dnion Trocador de cdtion

Figura 2.2: Esquema mostrando os dois tipos béasicos de troca de ions

2.5 - SEPARACAO DE PROTEINAS POR ADSORCAO EM RESINAS DE TROCA IONICA

Como vimos, as proteinas podem apresentar carga liquida positiva ou
negativa dependendo do seu pl e do pH do meio em que se encontra dissolvida.
Os principios basicos da troca idnica podem ser aplicados a esses polieletrolitos
(Yamamoto et al., 1988). Uma das vantagens em se usar a cromatografia de troca
ibnica para separar proteinas, é que as etapas de adsor¢io e dessorcio (ou eluigdo)
podem ser efetuadas sob condicGes amenas, importante para se manter a atividade
biol6gica dos compostos. A separacio é efetuada simplesmente pela diferenca de
cargas dos diferentes compostos presentes na mistura. Como exemplo
simplificado, considere a mistura de duas proteinas A e B com pls 49 e 8,5,
respectivamente, que estdo dissolvidas em uma solugio com pH 7,0. A utilizagido
uma resina trocadora de 4nions promoveria uma separacdo completa entre A e B
visto que B ndo seria adsorvida pois apresenta carga liquida positiva e ndo trocaria

4nions com o adsorvente. A Fig.2.3 mostra esquematicamente este principio.
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C liquida da protefna
I arga liqui pro +

Figura 2.3- Representacdo esquematica, de acordo com a carga liquida da
proteina, do comportamento da adsor¢do em trocadores de ions como

funcdo do pH. pl é o ponto isoelétrico.

As separacdes por troca idnica podem ser efetuadas em tanques agitados
ou em colunas cromatograficas. Em cada caso, o processo é efetuado numa
sequéncia especifica de etapas, incluindo a adsorcio, a dessor¢do e a regeneracio
do adsorvente. A dessorcdo pode ser feita aumentando a concentracio de ions
salinos (ex. NaCl) ou mudando-se o pH do meio. O aumento na concentracdo de
ions salinos provoca um aumento na competicio pelos grupos funcionais
carregados do trocador de ions e como consequéncia, diminui o ntimero de grupos
carregados que possam interagir com a proteina até que esta se dissocie
completamente. As mudancas de pH que promovem uma reducdo na carga total
da proteina também promovem uma diminuicdo das intera¢Ses da proteina pelo
adsorvente até que essa se dissocia. Apos a completa dessorgdo, o adsorvente é
regenerado de tal forma que os contra-ions originais do adsorvente sejam
recuperados € 0 mesmo se encontre pronto para repetir o processo (Yamamoto et

al., 1988).
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2.6~ SEPARACOES CROMATOGRAFICAS EM COLUNAS DE LEITO FIXO

As separacOes cromatograficas com o uso de colunas contendo a resina
adsorvente, comumente sdo efetuadas em batelada e envolvem etapas alternadas
de injecio de uma mistura e de uma solugdo eluente que pode ser feita em
gradiente (a forga idnica ou o pH mudam gradativamente com o tempo, podendo
ser linear, ndo-linear, ou em degraus) ou isocraticamente (Yamamoto et al., 1988).
A Fig.2.4 mostra um esquema desse tipo de operagio. Os diferentes graus de
interacdes (ou afinidade adsortiva) dos componentes presentes na mistura pelo
adsorvente contido na coluna resulta em diferentes velocidades de migragdo
desses componentes dentro do leito, o que resulta em diferentes tempos para que
cada um deles atinja 0 outro extremo da coluna. As separacBes cromatograficas
estio baseadas neste fendmeno. Este conceito tem sido desenvolvido e aplicado
para andlises e purificacbes em laboratérios, sendo conhecido como técnicas de

separacdes cromatograficas.

Perfil de concentragio
da mistura separada
Mistura B
Eluente amostra A+B
(pulso)

Coleta dos
componentes
purificados

N

Bomba Vé.lvfﬂ"i
de injegdo Coluna cromatografica Detector
ex.: detector UV

Figura 2.4: Esquema de uma operacdo de separagdo cromatogréafica.

Os métodos de separagOes cromatogréficas envolvem baixo consumo
energético. Além disso, podemos utilizar adsorventes apropriados para promover

a separacdo de componentes que seriam dificeis de separar por outros métodos.
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Em geral, a cromatografia liquida é feita em temperatura ambiente, o que previne a
perda de atividade ou degradacdo de componentes sensiveis ao calor, como por

exemplo as proteinas.

Embora as técnicas de separagbes cromatograficas em batelada tenham
muitos méritos, os seguintes inconvenientes estdo presentes e que devem ser

superados para uma aplicacio industrial (Hashimoto et al., 1993a):
1. adsorvente presente na coluna nem sempre é utilizado de forma eficiente;

2. Um grande volume de eluente é necessdrio para eluir os componentes

separados, resultando em produtos muito diluidos;

3. Produtos com alto grau de pureza nio sdo obtidos se os componentes da

mistura apresentam semelhantes graus de interagdo com o adsorvente;

4. Descontinuidade do processo.

Nos anos 60 foi desenvolvida a cromatografia liquida com leito mével
simulado (LMS) para uso industrial. O surgimento do LMS superou as
inconveniéncias da cromatografia liquida convencional em Dbatelada e
proporcionou a aplicacdo industrial das técnicas cromatograficas (Broughton,

1961).

A Fig.2.5 mostra como se processa a separagdo em batelada de dois

componentes ao longo da coluna cromatografica.
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Perfis de concentragdo da amostra
migrando através da coluna

Figura 2.5: Migracio de dois componentes de uma amostra ao longo de uma

coluna cromatografica mostrando a separagdo paulatina dos dois componentes.

Se separarmos a coluna em pequenas secbes, poderemos observar que
havera partes com os dois componentes, outras com apenas um componente e
outras sem nenhum componente, o que indica uma utilizacdo pouco eficiente do

adsorvente num processo cromatogréfico em batelada.

2.7- OS LEITOS MOVEIS E AS SEPARACOES CROMATOGRAFICAS EM LEITOS MOVEIS

Um leito movel é aquele que permite a separacdo cromatogréfica de
componentes quando a fase s6lida adsorvente escoa numa direcdo oposta
(contracorrente) ao escoamento da fase liquida dentro de uma ou varias colunas.
Um leito moével é dito verdadeiro quando hd um escoamento real do adsorvente
dentro da coluna e é dito simulado quando hd um escoamento aparente da fase

adsorvente.
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2.7.1- O LErrO MOVEL VERDADEIRO (LMV)

Um dos processos de escoamento contracorrente entre a fase sdlida
adsorvente e a fase liquida é denominado Leito Mo6vel Verdadeiro (ELMV). O LMV
foi primeiramente comercializado no inicio da década de 50 pela UOP nos Estados

Unidos. O principio basico do LMV é mostrado esquematicamente na Fig. 2.6.

No LMYV, o s6lido adsorvente que deixa a coluna na parte inferior retorna
para a coluna pela parte superior, enquanto que o liquido que deixa a coluna pela
parte superior retorna pela parte inferior juntamente com o eluente. Uma mistura
liquida binéria ou pseudo-binéria alimenta a coluna no meio. Pode-se considerar
uma mistura pseudo-binaria quando dentre os vérios componentes presentes na
mistura, apenas um deles apresenta interagbes significativas com o adsorvente, ex.:
cromatografia de afinidade. Para separar os componentes da mistura, eles ttm que
ter diferentes graus de interacdo com o sélido que os adsorve. Os dois
componentes da mistura serdo chamados de (A) e (B), sendo que o componente (A)
adsorve mais fracamente e (B) adsorve mais fortemente ao s6lido. A escolha de
vazOes apropriadas, tanto para a fase sélida como para a fase liquida, permite que
o componente (B) adsorvido seja transportado para baixo enquanto que o
componente (A) seja transportado para cima juntamente com o liquido. Assim, o
componente (B) puro pode ser retirado num ponto da parte inferior da coluna
(extrato) enquanto o componente (A) puro é retirado num ponto na parte superior
da coluna (refinado). Assim, o LMV separa a mistura em duas partes, sendo que
uma parte contém o componente menos adsorvido e a outra o mais fortemente

adsorvido.
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Figura 2.6- Principio basico do LMV e um tipico perfil de concentracdes (a direita).

O componente B adsorve mais fortemente que o componente A.

A coluna é dividida em 4 zonas (ou se¢des) conforme mostrado na Fig.2.6.

Cada uma dessas zonas tem diferentes fungdes no processo de separacéo.

A alimentacdo, com concentracio e vazio volumétrica bem definidas, é
continuamente alimentada na coluna a partir do tempo to. Os componentes da
mistura serdo distribuidos entre a fase liquida e sélida e seguirdo as leis da
adsor¢do e o componente mais fortemente adsorvivel enriquecera a fase solida.

Como todos os componentes estdo inicialmente dissolvidos no liquido da
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alimentagdo e devido aos fendmenos de transferéncia de massa, todas as espécies
serdo transportadas pelo liquido para a zona II. Como € desejavel um alto grau de
pureza de (A) no refinado, todo o componente (B) deve ser adsorvido na zona Il a
partir de sua alimentagdo até o ponto de retirada do refinado. Assim, a funcdo da

zona II é adsorver o componente (B) para separa-lo de (A).

Uma situagio oposta ocorre na zona III. Nesta secdo, todo o componente
(A) tem que ser dessorvido do sélido de tal forma que a corrente liquida o empurre

de volta para a zona II. Assim, a zona III também tem uma fungdo de separacio.

A zona IV é onde ocorre a limpeza do sélido. Todos os componentes que
atingem essa secio devem ser dessorvidos para que apenas o adsorvente
regenerado saia na parte inferior da coluna e seja reciclado pela parte superior.

Assim, a zona IV tem por func¢io a limpeza do sélido.

Na zona I, o liquido é que deve ser limpo de modo que saia da coluna sem
os componentes em solugdo e possa ser reciclado pela parte inferior. Desta forma,

diminui a demanda de dessorvente.

Se vazbes apropriadas forem utilizadas em cada zona do LMV, um perfil
de concentracbes ao longo do leito tal como mostrado na Fig. 2.6 (a direita) sera
obtido. O refinado praticamente nédo terd o componente (B) e o extrato nado tera o
componente (A). Assim, as vazdes volumétricas do liquido e do sélido s&o os
parametros mais importantes na operacdo de leitos moéveis, pois afetam

diretamente a performance da separagdo (Hashimoto et al., 1993a).

A andlise do processo de separacgdo utilizando LMV tem mostrado que
suas zonas possuem importincia diferenciada (Storti et al., 1988). A mais
importante secdo ¢ a zona II de separacdo, pois a mistura da alimentagdo é
transportada primeiramente para essa zona e ¢ componente (B) tem que ser ai

adsorvido para ndo atingir a zona L. Portanto, a maior parte da capacidade de
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separacdo do sistema devera ser concentrada nesta zona, que podera ser a mais

longa do LMV.

Uma das maiores inconveniéncias do LMV é que o transporte do sélido é
dificil de ser feito e ndo ocorre de forma uniforme e, além disso, problemas de
atrito provocam uma rdpida degradacdo do adsorvente. Uma das formas de evitar

tais inconveniéncias é utilizar o Leito Mével Simulado, que serd explicado a seguir.

2.7.2- O LEITO MOVEL SIMULADO (LMS)

O LMS foi desenvolvido no inicio dos anos 60 pela Universal Oil Products
Company (UOP) (Broughton, 1961) para superar as principais dificuldades de
operacdo do LMV citadas anteriormente. No LMS, ha apenas um escoamento
aparente da fase s6lida. O LMS foi aplicado na separacio industrial de xilenos e
também na separacéo de glicose e frutose (Hashimoto et al., 1983). Um esquema do
LMS com oito colunas (duas por zona) € mostrado na Fig. 2.7, no entanto, o0 LMS

pode apresentar diferentes configuracbes.

Pode-se dizer que uma coluna cromatogrifica longa contendo o
adsorvente foi dividida em vérias colunas menores que estdo conectadas em série
por meio de tubos. Os pontos de entrada (alimentacdo e dessorvente) e saida
(extrato e refinado) sdo movidos periodicamente para a proxima coluna na dire¢éo
do escoamento do liquido, resultando num movimento contracorrente entre o
liquido e o sélido adsorvente. O processo LMS apresenta praticamente o mesmo
desempenho do LMV, que possui um movimento real das particulas adsorventes
(Hashimoto et al., 1993a) e ainda, o LMS seria equivalente ao LMV quando aquele
possui um namero infinito de colunas (Hidajat et. al, 1986). Uma vilvula rotativa
foi especialmente projetada para fazer a troca dos pontos de entrada e saida de
liquido no LMS e substitui dezenas de valvulas elétricas que também podem ser

utilizadas para a mesma finalidade (Ching e Ruthven, 1984).
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Qm

Qb

Dessorvente

Refinado

Figura 2.7: Esquema do LMS com oito colunas e as quatro zonas.
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A tabela 2.4 mostra alguns trabalhos realizados com o uso do LMS para

separar produtos de origem bioclégica.

Tabela 2.4: Trabalhos utilizando LMS na separagio de bioprodutos.

Substancias Tipo de Separacdo Referéncia
Anticorpos monoclonais Bioafinidade Gottschlich e Kasche, 1997
Enzimas Bioafinidade Gottschlich et al, 1996
Proteina/ NH.SOy Filtracdo em gel Hashimoto et al, 1993a
Fenilalanina/NaCl Hidrofébica Hashimoto et al., 1993a
Ac.ghutimico/Glutationa Troca ibnica Maki et al., 1987

Enzimas Bioafinidade Huang et al., 1986

A operacdo do LMS utilizando adsorventes de bioafinidade é bastante
complexa devido ao uso de diferentes composi¢des das solucbes nas zonas de
adsorcdo e de dessorcic conforme observado nos trabalhos de Huang e
colaboradores (1986) e de Gottschlich e colaboradores (1997 e 1996). Adsorventes
de afinidade s3o utilizados principalmente na separagio de misturas pseudo-

bindrias.

O uso do LMS é indicado para separar de forma continua misturas binéarias
(ou pseudo-bindrias) e sua aplicagdo para separar mixturas complexas contendo
varios componentes com similares seletividades pelo adsorvente ndo estd bem
esclarecida. Neste caso, apenas uma das correntes poderd ser obtida pura

(Hashimoto,1993b).

A tabela 2.5 mostra os critérios que podem auxiliar na escolha entre um
processo de separacdo cromatografico em batelada ou a separagdo continua em

leito movel simulado (LMS).
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Tabela 2.5: Escolha entre processo de separacdo em batelada ou em LMS.

Critério Baixo Alto
Fator de separacao LMS batelada
Escala de producéo batelada LMS
Custo do adsorvente batelada LMS
Custo do Eluente batelada LMS
Custo de mao-de-obra batelada LMS
Valor do produto LMS batelada
Margem de lucro LMS batelada
Esforco no projeto batelada LMS
Investimento batelada LMS
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Capitulo Trés

MODELAGEM MATEMATICA PARA O LMS

A modelagem do LMS consiste de duas partes:
1. A modelagem da coluna;
2. A modelagem dos nos de liga¢do entre as zonas do LMS;

Ainda, € necessdrio estabelecer as condi¢fes de separacdo para que o LMS
possa operar de forma eficiente, com a correta combinagio de vazbes nas

diferentes zonas (Yun et al., 1997).

3.1-MODELAGEM DA COLUNA

Cada coluna do L.MS coincide com a operacdo do leito fixo com uma
coluna até o momento da troca de posigdo dos pontos de entrada e de saida do
sistema na direcdo do escoamento do liquido, o que é equivalente a rotacdo das

colunas, simulando um movimento contracorrente entre as fases sélida e liquida.

O nfimero de parametros exigidos num determinado modelo aumentam
juntamente com a complexidade do modelo. Ruthven (1984) apresenta diferentes
classificacbes para os modelos da coluna de acordo com a complexidade do

modelo cinético:

(a) A resisténcia & fransferéncia de massa é desprezivel e é assumido

equilibrio instintaneo em todos os pontos da coluna.
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(b) A resisténcia a transferéncia de massa é combinada numa dnica
constante global de transferéncia de massa num modelo chamado de

forca motriz linear.

(c) A resisténcia a transferéncia de massa é considerada no filme externo a
particula adsorvente e também se considera a difusio interna nos

poros do adsorvente, é o modelo de duas resisténcias.

(d) A resisténcia a transferéncia de massa é considerada no filme externo a
particula adsorvente, resisténcia a difusdo interna nos poros do
adsorvente considerando duas resisténcias difusionais intraparticula
(macroporos-microporos). E o modelo de trés resisténcias, sendo o

mais complexo e generalizado.

Para o LMS serdo desenvolvidos os casos (a) e (b). Tais modelos tém sido
aplicados com éxito na cromatografia liquida para o caso do LMS (Gottschlich et
al., 1996, Hashimoto et al, 1993a; Maki et al., 1987).

Suponha que uma coluna de comprimento L e 4rea da secfio transversal A
contenha um adsorvente para uma substincia i presente numa solucdo que é
alimentada continuamente nesta coluna com uma vazio volumétrica Q. O balanco

de massa para 0 componente i pode ser escrito na forma genérica como:

acamulo |.4 | escoamento| 4+ |acimulo | = | efeitosda 3.1)
no liquido convectivo no sélido dispersdo axial )

A Fig3.1 mostra um elemento diferencial de volume em uma coluna

contendo particulas de adsorvente.
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Concentracio na
particula, q(z,t)

Concentracio na
solugao, C{z,t)

velocidade
Vo

Figura 3.1: Elemento de volume diferencial numa coluna.

Matematicamente, a Eq.(3.1) pode ser escrita na seguinte forma:

_ 2
gg_i+(19_)aci+(z 8)6qi=D 8°C, 62)

ot g ) oz g ot = bz

onde C; é a concentracio do componente na fase liquida, v, é a velocidade
superficial que é razdo entre a vazdo Q de liquido e a area A da secdo transversal
da coluna por onde o liquido escoa, € é a porosidade do leito, g; é a concentragdo
média do componente i na fase s6lida adsorvente, Da € o coeficiente de dispersdo
axial, z é a coordenada axial, positiva na direcdo do fluxo e t é a coordenada de

tempo.

Para o LMS5, a Eq.(3.2) é aplicada para misturas bindrias (i=1, 2) em cada
coluna do LMS nas diferentes zonas j (j=1, II, III, IV):
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0Ci; oC

oq, ; 0°C, .
at + uj ql,_; L]

wy =D
z  Va = ap

(1-¢)

(33)

onde ; € a velocidade intersticial na zona je 1 =

A Eq.(3.3) é chamada de modelo equilibrio-dispersive e quando Da=0, é
chamada de modelo ideal (Zhong e Guiochon, 1996).

Para o caso do LMS devemos ter as seguintes condi¢bes iniciais e de

contorno:
¢ As condicOes iniciais sio:
Cij (z,0)=0, s, (z,0)=0 ’ (3.4a)

Ou seja, antes da operagdo do LMS, todas as colunas com o adsorvente
foram equilibradas com a fase moével desprovida dos componentes que serdo

separados.

» As condigbes de contorno sio:

aC. .
u,C,;(0,t)-D,, aZ"J (0,t)=u,C (3.4b)

—m——agzj (L,t)=0 (3-4¢)
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onde C?f? é a concentragdo na entrada de cada coluna do LMS que sera dada pelo

balanco de massa em cada um dos n6és do sistema. A Eq.(3.4b) é chamada de
condigdo de Danckwerts, sendo uma condigdo geral do modelo e pode ser aplicada

para o modelo ideal (Dax=0). A Eq.(3.4c) é para o topo de cada coluna.

Na operagao do LMS, os pontos de entrada (dessorvente e alimentacio) e
de saida (extrato e refinado) sdo trocados periodicamente ap6s o tempo de troca T
para a proxima posigio na direcdo do escoamento do liquido. Imediatamente apo6s
T, as condigdes iniciais e de contorno sdo atualizadas para cada coluna de acordo
com os perfis de concentragio nas diferentes zonas do LMS presentes no momento

da troca.

A concentragdo do componente i na fase adsorvida é funcio de sua
concentracdo na fase liquida, ou seja, g =qi(Ci). Considerando equilibrio local
instantdneo ao longo da coluna, a concentracdo do componente i na fase liquida
mével pode ser obtida pelas relagBes de equilibrio ou isotermas de adsorcdo dos
componentes e podemos utilizar a regra da cadeia para que apenas a concentragio

de equilibrio no liquido apareca na Eq.(3.3). Assim temos:

aq; ; - 0q;,; aci,j ~f oCi; (3.5a)
ot oC;;\ ot ot
aq. .
Sendo f':-———q‘°J (3.5b)
oC,

i,j

Entdo, a Eq.(3.3) pode ser escrita como:

oC. . o*C, .
(1+nf")— C” ujﬁzD& az;J (3.6)
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Como vimos, através da relagdes de equilibrio (isotermas) nés podemos
obter relacbes entre a concentragdo do componente i na fase solida adsorvente
(resina) e a concentracdo do componente i na fase liquida moével. Podemos

considerar os seguintes tipos de isotermas:

1. Isoterma linear:

As isotermas de adsorcio linear podem ser representadas

matematicamente como:
q;; =KCy; (3.7)

onde K; pode ser chamado de coeficiente de distribuicdo, sendo adimensional e qy;

é expresso como massa adsorvida por unidade de volume de adsorvente.

Aqui, assumiremos que o componente 1 adsorve mais fracamente que o

componente 2, logo K; < K; e o fator de separacio a é definido como:

K
o= "Izg* >1 é o fator de separacio (3.8)

Neste caso, de isoterma linear, temos da Eq.(3.5b):

f'=K, (3.9)

1

Considerando equilibrio local e substituindo a Eq.(3.9) na Eq.( 3.6) temos:

oC, . ’C. .
(1+nK)) f(;tw u azw - Dax“%;fi (3.10)
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A Eq.( 3.10} pode ser escrita numa forma semidimensional fazendo uma
normalizacdo da distdncia axial z pelo comprimento da coluna L, ou seja, x=z/L e

assim obtemos a Eq.(3.11) para cada zona j do LMS:

oc.: (u,\oC.. (D._\O*C,.
(1+nkK;) 8td+[—1—j] ax’l{L;") axzd (5.11)

2. Isoterma do tipo Langmuir:

Neste caso, considera-se que a taxa de adsorgdo do componente i, numa

interagdo monovalente e reversivel com os sitios adsorventes, seja dada por:

—t= k,C, (CIfn = q; )‘"‘ k,q; | (3-12a)

onde k. e kg sdo as constantes de adsorcio e dessorgdo, respectivamente, e sdo
pardmetros que combinam efeitos cinéticos e de transferéncia de massa, (; € a

maxima capacidade de adsor¢do que o adsorvente possui pelo componente i

Quando o equilibrio da adsorgdo é atingido, ou seja, quando a taxa liquida de

mudanca de concentracdo no adsorvente é nula ( oq; _ o) @ Eq.(3.12a) ¢é reduzida
ot

para a familiar equagdo de Langmuir (1916) e n6s temos as isotermas de adsorcdo

do tipo Langmuir que podem ser representadas matematicamente como:
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= —————q;n G (3.12b)
i K +C, '

onde KS ¢ a constante de dissociacdo que é dada por kg/ka.

Neste caso de isoterma tipo Langmuir temos da Eq.{3.5b):

0q; _ Kfq?

=9
oC; (Kf +C; )2

(3.13)

Apb6s a substituicdo da Eq.(3.13) na Eq.(3.6) para o LMS e escrevendo na

forma semidimensional, obtemos:

d_m N oC. . 8°C. .
1+ T}Kz ql aCI,j +[%] O};’J Z[II);X) ax;'l (3.14)

3. Isotermas do tipo Langmuir competitiva

Neste caso, a concentracio de um composto no adsorvente depende da
concentracdo de todos os compostos presentes na fase liquida. A expressdo
matematica a seguir da a relacido geral para a adsorgdo de nc compostos (Butler e

Ockrent, 1930):
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q; Ki'C;
1+ E‘f K:C,

n=}

q; = (3.15)

onde K2 ¢ a constante de associacio (igual a 1/Kd) para o componente i.

Para o caso de adsorgdo bindria (nc=2) podemos escrever para cada zona j

do LMS:

TKiC, .
q; = ZI AL (3.16a)
1+KCy; +K5C,;
SK:C, .
qz; = Ciz L 2 (3.16b)
Logo, temos da Eq.(3.5b) a forma simplificada para f;:
KL+ KEC, .
£ = q; 5y ( 2 2,3) (3.172)
(1+K2C,, + K3C,,
SKA+K3C, .
£, = 4, 2( 1 1,3) (3.17b)
(1+KiC,, +KiC,,

Considerando equilibrio local, podemos substituir as Eqs.(3.17a) e (3.17b) na
Eq.(3.6). Escrevendo na forma semidimensional, obtemos o seguinte sistema de

equagdes para cada zona do LMS:
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- arK;(1+K3C,;) |acy, N (iﬂ) oy _ (Dax ) Cy (3.18a)
(l+Kic,+KiC,,J | & \L)j & \L :
- K3 +KiC,) |acy N [h) 0Cas _ [Dﬂx ] Gy (3.18b)
(+xic, +x3c, f | & \L)ox I i
N

4. Modelo ideal considerando forca motriz linear (FML)

Neste caso, a taxa de adsorcdo na fase sélida é representada por uma
relacdo linear entre a concentracdo na fase mével com a concentragio de equilibrio

da fase liguida. Matematicamente temos

(1- s)%tq‘— =k,a,(C, - C") (3.19)

Sabemos, que cada coluna no LMS coincide com o leito fixo com uma
coluna até o momento da rotacdo das colunas. Partindo do balanco de massa
relacionando o componente i presente na fase mével e na fase estacionaria
adsorvente e considerando o caso ideal (D.=0) temos para o LMS-FML para o caso

de isotermas lineares (Hashimoto et al., 1987):

r
aCi’j aCi,j * .
s——a-z—vj . —kga (G —Ciy) (3.20)
3
(1-9)K, oCis_ ke, (C—Clij) (3.21)
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onde: C*i,j é a concentracdo de equilibrio para o componente i na fase liquida na

zona j, € € a porosidade do leito, v; é a velocidade superficial do fluxo liquido na

zona j, kf’iaV é uma constante combinando o coeficiente global de transferéncia de

massa do componente i (ke;) e a area especifica da resina (av), respectivamente, K; é
o coeficiente de distribuigdo do componente i e z € a distdncia axial na diregido do

fluxo liquido.

3.2-MODELAGEM DOS NOS ENTRE AS ZONAS DO LMS

O LMS possui diferentes correntes liquidas que estdo interligadas. E de
fundamental importdncia o conhecimento do balango de massa para cada
componente em cada um dos nés de ligacdo do LMS. As equagdes do balango de
massa e fluxo em cada né (ver Fig.2.7) sdo dadas pelas seguintes equagdes, nas
quais Qr Qu, Qu e Qv 580 as vazdes volumétricas nas correspondentes zonas do
LMS, Qa é a vazdo de alimentacdo, Qp é a vazio de dessorvente, Qg é a vazido do

extrato e Qr é a vazdo de refinado. Assume-se que ndo ha dispersido nesses nos.

e N0 de entrada da alimentacio:
Qp +Qs =Q4 (3.222)
CinQm +Ci4Q, =CiQy (3.22b)
o N0 de entrada do dessorvente:
Q;+Qp =Qy (3.23a)
CitQ: +CipQp = CIRQu (3.23b)
sendo que C;p é igual a zero (solvente desprovido dos solutos adsorviveis).
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e N6 de saida do extrato:
Qr = Qs =Qp (3.24a)
v =Cim =Cig (3.24b)
o N0 de saida do refinado:
Qr—-Qr=¢ (3.25a)
1 =Ci1 =Ciz (3.25b)

sal ent . - . .
onde C;; e C;} sdo as concentragdes do componente i na saida e entrada da
coluna j, respectivamente, Q}. ¢ a vazdo volumétrica através da coluna j e cuja

relacdo com a velocidade da fase liquida é dada por Qy=cAu; onde A é a 4rea da

secdo transversal da coluna.

3.3- ESTRATEGIA DE SOLUCAO DOS MODELOS

Os modelos para o LMS com oito colunas (duas colunas por zona) foram
resolvidos numericamente, sendo que o sistema foi representado por uma matriz
com oito colunas, sendo que cada coluna da matriz corresponde a uma coluna do
LMS, e ainda, cada linha da matriz representa uma posicdo ao longo das colunas
do LMS e sdo os pontos onde se calcula as concentracdes durante a integracio. As
derivadas parciais espaciais foram substituidas pela expressdo das diferencas
finitas para trds, sendo entio integradas no tempo utilizando o algoritmo de
Runge-Kutta-Fehlbergh (Gerald e Wheatley, 1994). A partir da coluna de
alimentagdo, acompanhou-se o deslocamento do fronte de concentracbes nas
colunas até atingir o tempo de troca. Neste momento, o tempo virtual transcorrido

e as concentragdes no exirato e no refinado sdo armazenadas numa matriz-arquivo.
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Quando o tempo de troca € atingido, as colunas da matriz representando o LMS
eram trocadas de posicio e todas as concentracdes eram atualizadas de acordo com
a zona do LMS e a integracdo procedia até que o tempo de troca fosse atingido
novamente. Isto foi feito sucessivamente até que o estado estaciondrio fosse
atingido e entdio os perfis de concentracGes internos no LMS (perfis axiais) eram
entio armazenados em uma outra matriz-arquivo. Este procedimento numérico
também foi utilizado na solugdo do sistema de equacSes no caso da adsorcdo
competitiva e forca motriz linear. Previamente, o algoritmo foi aplicado para uma
coluna, resultando nas curvas de breakthrough e nos perfis de concentracio

internos na coluna. Ambos resultados ndo mostraram instabilidade numérica.

A Fig.3.2 mostra o fluxograma geral da rotina bésica desenvolvida para o

LMS (o programa computacional era executado além do estado estacionério).
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Inicializagio ]

Entrada de dados:tempo de troca,
vazdes, porosidade do leito,
pardmetros de equilibrio,
dispersio axial se considerada

I

. » Calculo das concentragbes

nas diferentes zonas do LMS

Informa e armazena as
concenfracdes no
extrato e no refinado

Atualizacfo das

4——  concentracdes

nas diferentes
zonas do LMS

|

Troca a posico
das colunas

Nio
AC>0,001

Estado
<" estacionério no
extrato e no

refinado?

Armazena os perfis
internos (perfis axiais)

AC<0.001

Figura 3.2: Fluxograma da rotina desenvolvida para o LMS.
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3.4~ CONDICOES DE SEPARACAO

Para o desenvolvimento das condicbes de separagdo no LMS,
primeiramente foi definido y;; como a razéo entre a vazdo massica do componente i
nas fases sélida e liquida na secdo j. Ruthven e Ching (1989) mostraram que y;;€ o

parametro chave de operagdo do LMS.

_ isoterma
v = qui,j _ (1 8)‘-‘sqi,j fnear . _ MUK
S o
QG g(uj — U )Ci,j Uy~ U

(3.26)

onde Qs=(1-g)Au, é a vazdo da fase s6lida. A vazdo massica na fase liquida na
Eq.(26) leva em conta 0 movimento da fase solida. A partir da andlise de Ruthven e
Ching (1989) para o LMV, as seguintes condi¢@es devem ser satisfeitas para que a
operagdo seja estivel com a completa separagdo dos componentes (1 € o

componente que adsorve menos fortemente):

zona I: Vi >l vay>1 (3.27a)
zona II: Yir <1, Yap >1 (3.27b)
zona III: Yim <1, Yom >1 (3.27¢)
zona IV: Yiv <1, vy <1 (3.27d)

A observacdo da Fig. 2.6 auxilia na anédlise das condi¢Ses acima. Essas oito
relacdes podem ser reduzidas para somente quatro (Ruthven e Ching, 1989) pois
nas zonas IV e II o componente que adsorve mais fortemente é o componente
critico e nas zonas III e I o componente critico & 0 que adsorve menos. Zhong e
Guiochon (1996) utilizaram um Gnico fator de seguranca § para todas as zonas,
sendo definido como a razdo entre as vazdes massicas do componente critico nas

fases solida e liquida (B=quantidade do componente critico transportada na fase
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solida/quantidade do componente critico transportada na fase liquida). A razdo é
escrita numa forma que B seja maior que 1. Estes autores observaram que a

operagdo do LMS ¢ estdvel e eficaz somente se as vazdes nas diferentes zonas

forem selecionadas de modo que 1 <B < \/E (0=K2/K; é o fator de separacdo)

Yun e colaboradores (1997) consideraram que had quatro diferentes fatores
de seguranca Bj (j=1,2,3,4), um para cada zona do LMS, e sugerem sem

demonstracdo o seguinte conjunto de equagGes que permite a determinacdo das

vazdes de operacgido do LMS:

Qv _ K,B, + 1 (3.28a)
Q, n

(Qw -Q) _ KB, +~ (3.28b)
n M

Q,
(Qy-Q:+Q,) K, 1

=22 (3.28¢)

Qs B.’l i

(QIV - Qg +QA"QR):K1 +}___
Qs Bl Tl

(3.28d)

A vazdo aparente do adsorvente, (Js, esta relacionada com o tempo de troca

T da seguinte forma:

(1-¢)LA

Q=7

(3.29)

onde L é o comprimento da coluna e A é a area da sua secdo transversal.
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Podemos eliminar Qv no sistema das equagoes (3.28) e assim obtemos:

e Vazdo na alimentacdo:

Q. =Q (%—2- - KzBsJ (3.302)

e Vazao de exirato:
QE = QS(K2B4 - K]B3 ) (3.30b)

e Vazdo de refinado:

Qg = Qs(%”%" = %LJ (3.300)

e Vazdo de dessorvente:

Qp = Qs(Kzf’ra *—&J (3.30d)

1

As Egs.(3.31a) e (3.31b) a seguir mostram as possiveis condicdes dos fatores

de seguranga {3 para que o LMS opere de forma estavel.

B>l Vi (3.31a)

B.B; <a (3.31b)

No apéndice é mostrado o desenvolvimento matemaético para se chegar as

condicdes mostradas nas Egs.(3.31a) e (3.31b).
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As Fig.3.3.a e 3.3.b mostram essas condi¢des na forma gréfica, podendo se

observar 0 dominio no espaco de f;que contém os valores para os quais é possivel

operar o LMS e atingir a separagdo dos dois componentes da mistura que alimenta

o sistema.

Figura 3.3.a - Dominic dos possiveis valores de B2 e Bs. Todos os valores

dentro do tridgngulo is6sceles curvilineo sio matematicamente aceitdveis.

Figura 3.3.b - Dominio dos possiveis valores de B; e Bs. Todos os valores

maiores que 1 sdo matematicamente aceitaveis.




Capitulo Quatro

MATERIAIS E METODOS E

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

4.1- ASPROTEINAS, O ADSORVENTE E OS TAMPOES UTILIZADOS:

eProteinas: As proteinas utilizadas foram a a-lactalbumina (lote 76H7130)
e a B-lactoglobulina (lote 104H7200) do leite bovino adquiridas na forma de um p6
liofilizado da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), sendo que a pureza da
a-lactalbumina era de aproximadamente 85% e a pureza da B-lactoglobulina era de
aproximadamente 80% e que foram consideradas durante a pesagem em balanca

analitica (Mettler AJ150). Os contaminantes eram principalmente nao-protéicos.

eAdsorvente: O adsorvente utilizado foi a resina de troca de dnions Accell
Plus QMA (quaternério metil amino) produzida pela Waters Co. Esta resina se

apresenta na forma de um pé branco com didmetro de particulas entre 37 a 55 pm

e com poros tendo um didgmetro aproximado de 300 A. Sua densidade no leito é

igual a 0,50 g de resina/mL de leito. E um trocador de anions forte.

eTampdes utilizados: O tampéo utilizado nos experimentos foi 20 mM Bis-
Tris-HCl com pH 6,5 com diferentes concentrages de NaCl e foi preparado
utilizando-se d4gua ultra pura filtrada no processo Milli-Q Plus da Millipore. O pH
foi aferido no pHmetro Mettler Delta 340. Para andlises no HPLC, foi utilizado o
tampdo 20 mM Tris-HCl pH 8,0 como fase moével sendo previamente filtrado em
membranas Millipore com 0,45 pym de poro e desgaseificado a vacuo em banho
ultrasdnico. Tais tampdes sdo recomendados pela Pharmacia Biotech para

cromatografia de troca de &nions nesses pHs.

45




4.2-DETERMINACAO DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO:

Como foi visto nos capitulos anteriores, as relagdes de equilibrio, ou
isotermas de adsorcdo, sdo de importdncia fundamental nos processos
cromatograficos, pois a partir delas é possivel predizer o comportamento da
separacdo. Em adigdo, as isotermas nos mostram o grau de interagdo da substancia
com o adsorvente. Assim, foram realizados experimentos com o objetivo de obter
os parametros de adsorcdo das proteinas o-lactalbumina (A-La) e B-lactoglobulina
(B-Lg) em resinas de troca de dnions Accell Plus QMA. As isotermas foram obtidas
com as proteinas puras (individualmente) ou em mistura binaria 1:1 e 1:3 (relacéo
massica Ca.1a:Cprg). Utilizou-se tampao 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 com diferentes
concentracdes de NaCl. A temperatura foi 25 °C.

4.2.1-METODOLOGIA PARA OBTENCAO DAS ISOTERMAS UTILIZANDO AS
PROTEINAS PURAS:

Uma certa quantidade conhecida da resina Accell Plus QMA foi colocada
em seringas plasticas de 3 mL provida internamente de um filtro. Pesava-se a
resina em uma balanca analitica apds a taragem da seringa. Cada seringa era
identificada com um n@mero e a quantidade exata de resina adicionada em cada
seringa era devidamente anotada. Apds a pesagem, as seringas contendo a resina
eram preenchidas com tampao, e a resina era entdo estabilizada durante uma noite
num agitador rotativo. Deixava-se uma pequena bolha de ar para melhorar a
agitacdo. A Fig.4.1 mostra um esquema da seringa utilizada para a obtencéo das
isotermas. Para as isotermas obtidas sem a presenca de NaCl, a quantidade de
resina colocada em cada seringa foi aproximadamente 20 mg, chegando a

aproximadamente 80 mg quando NaCl foi adicionado.

Apo6s a estabilizacdo da resina com o tampao, este era expelido da seringa.
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Resina

Figura 4.1: Esquema da seringa e do agitador rotativo utilizados para se obter as

isotermas de adsorgéo.

Preparou-se uma solucdo-mie com cada uma das proteinas, com
concentracdo conhecida, a partir da qual foram feitas diluicbes para vdrias
concentracdes, sendo que os volumes utilizados na diluicdo foram determinados
ou com pipetas automaticas (Eppendorf) previamente calibradas ou com o auxilio
de uma balanca analitica. Um volume conhecido (cerca de 2,0 mL) de cada solugio

ap6s diluicdo foi incubado com a resina num agitador rotativo por no minimo 45

47




minutos, tempo suficiente para que o equilibrio fosse atingido e que foi
previamente determinado. Para se determinar o tempo de equilibrio, acomparihou-
se a variacdo da absorbancia a 280 nm da solucdo sobrenadante sendo incubada
com a resina numa seringa até que nio mais houvesse variacdo no valor dessa

absorbancia.

O volume exato de cada solucio utilizado na incubacio foi calculado
considerando a densidade da solucdo como sendo 1,0 mg/mL, sendo que a massa
exata da solugdo a ser incubada foi determinada numa balanca analitica e
devidamente anotada juntamente com a quantidade exata de resina adicionada na
respectiva seringa. As concentragbes das solugGes foram determinadas antes e ap6s
a adsorcdo. Para isso, foi utilizado um espectrofotdmetro UV-Visivel (Hitachi
U2000) através da absorcdo nos comprimentos de onda 280 nm e 320 nm. Media-se
o valor da absorbancia em 280 nm e subtraia-se o valor da absorbancia em 320 nm
e comparava-se com uma curva de concentracdes padrdo, na faixa linear,
relacionando absorbancia x concentracdo. Quando necessério, eram feitas diluigbes
para posterior leitura da absorcido. As leituras em 320 nm foram consideradas
como linha base para eliminar possiveis efeitos de turbidez. Com os valores das
concentracbes antes e apos a adsorgdo, calculava-se a concentragido da proteina no

adsorvente através da seguinte equacao:

&®
# (Cantcs - Capés inc

q = (4.1)

m resina

-

onde: q é a concentracio da proteina na resina (mg/g de resina), Canees € 2
concentracdo da solugdo antes da adsor¢do (mg/mlL), Capes € a concentragido da

solucdo apds a adsor¢do (mg/mL), Vinc é o volume da solu¢do que foi incubado
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com a resina {mL) e Mresina € a quantidade da resina contida na seringa (g). Os

asteriscos (*) denotam valores no equilibrio.

O conjunto de pontos q" e C° foram entdo colocados na forma gréfica
procedendo-se o melhor ajuste desses pontos experimentais, sendo ou do tipo

Langmuir ou linear.

422-METODOLOGIA PARA OBTENCAO DAS ISOTERMAS UTILIZANDO AS

PROTEINAS EM MISTURAS BINARIAS:

O procedimento para a obtencdo das isotermas utilizando as proteinas em
misturas bindrias é andlogo ao procedimento descrito para a obtencdo das
isotermas utilizando as proteinas puras (individuais), diferindo apenas no método
para se determinar as concentracdes das solugGes, pois agora temos duas proteinas
em solucdo. As concentragdes de cada proteina na mistura foram determinadas em
um sistema HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ‘com o uso de uma
coluna cromatografica analitica de troca anidnica TSK-DEAE 5PW (7,5x0,75 cm) da
Hewlett Packard com a injegdo de 20 uL da solugdo-mistura a ser analisada. Foi
efetuado um gradiente 15 mM NaCl/min numa vazdo de 1,0 mL/min. A fase
mével utilizada foi o tampdo 20 mM Tris-HCl pH 8,0. As areas dos picos
individuais estdo relacionadas com a concentracdo de cada proteina e foram
determinadas previamente numa calibracdo. O sistema HPLC era da Shimadzu e
possufa duas bombas (modelo LC-10AS), um detector UV-Visivel (modelo SP-
10AV) e um integrador (modelo C-R6A). A B-Lg fornece dois picos (B-Lg A e B-Lg-
B) e a soma da area desses picos foi considerada no célculo da concentracdo da B-
Lg. Quando necessario, as amostras foram diluidas para se situarem dentro da
faixa linear da curva de calibracdo (neste caso, concentracdes menores que 2,0
mg/mL). As concentragbes de cada proteina foram determinadas antes e ap6s a
adsorcdo. Um balango de massa permitiu a determinagdo da quantidade de cada
proteina adsorvida pela resina para cada concentracdo. O conjunto de pontos
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relacionando a concentragio no sobrenadante (C) em equilibrio com a
concentracdo no adsorvente (q") foi colocado na forma grafica e através de ajustes
dos pontos experimentais obteve-se a relacdo matematica qi=q;(Ci) e assim, os
parametros da adsorcio foram determinados. A Fig.4.2 mostra um cromatograma
tipico obtido para a mistura binéria 1:1, sendo o primeiro pico o da A-La e os dois

picos seguintes sdo o da B-Lg A e B obtidos com gradiente de NaCl 15 mM/min .

A-la
du
¥
*
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B-Lg
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L]
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Figura 4.2: Picos cromatograficos da a-lactalbumina (A-La) e da B-lactoglobulina
(B-Lg) obtidos com um gradiente 15mM/min (NaCl) em uma coluna HP DEAE

5PW (troca de &nions) ap0s a injecdo de 20 uL. da mistura.
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4.3-RESULTADOS EXPERIMENTATS:

Serdo apresentados alguns resultados experimentais e cuja discusséo sera

feita no capitulo seis.
4.3.1-ISOTERMAS OBTIDAS PARA AS PROTEINAS PURAS (INDIVIDUAIS)

A Fig.4.3 mostra as isotermas de adsorcio obtidas para a A-La e B-Lg

utilizando solugdes sem a presenca de NaCl. A temperatura foi 25 °C.

" —
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o
W Blg
N ® Ala
50 -
0 —! ) 1 l E ] ] E ' | § L 1 i £ ] 1 [ ]
0.0 0.5 1.0 15 2.0
C*, (mg/mL)

Figura 4.3: Isotermas de adsorgdo a 25 °C da A-La e da B-Lg obtidas com a
resina Accell-Plus QMA em tampdo 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 sem a
adicdo de NaCl. Os simbolos sdo pontos experimentais e as linhas continuas
representam o ajuste tipo Langmuir: A-La: qm=344,40 mg/g e Kd9=3,3x102
mg/mlL e B-Lg: q@=280,43 mg/g e Kd=3,7x10° mg/mL.
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Na Fig.4.4 sdo mostradas as isotermas de adsorcdo a 25 °C para a B-Lg

utilizando solugdes com diferentes concentracdes de NaCl.

125 mM NaCl

100 q*=159,67C*/ (1,29+C*)
- R2=0,958
/85 80 ™
& -
%o .
~ 60 -
S .f 160 mM NaCl

o AR q*=12381C*/ (4,36+C*)

40 - f R2=0,997

J 250 mM NaCl
, q*=3,925C*

R2=0,992

4.0 5.0

Figura 4.4: Isotermas de adsorgdo a 25 °C da B-Lg obtidas com a resina Accell Plus
QOMA em tampédo 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 com diferentes concentracbes de
NaCl. Os simbolos sdo pontos experimentais e as linhas continuas representam os

ajustes indicados.
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A Fig.4.5 mostra as isotermas de adsorcdo a 25 °C da A-La e da B-Lg obtidas
com a resina Accell Plus QMA em tampédo 20 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 com 250
mM NaCl

14.0 -
- =
12.0 —
J B-Lg
E ’9 *
10.0 - q*=3,925C

R2=0,992

q*, (mg/g)
T

4.0 — A-La
] q*=1,746C*
=0,99
50 - R2=0,998
0-0 - ] ¥ L] t I | | 11 i L3 11 L} ' ¥ 1 |
0.0 1.0 20 3.0 40

C*, (mg/mL)

Figura 4.5: Isotermas de adsorcdo a 25 °C da A-La e da B-Lg obtidas com a resina
Accell-Plus QMA em tampéo 20 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 com 250 mM NaCl. Os
simbolos sdo pontos experimentais. As linhas continuas representam o ajuste linear

mostrado.
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4.3.2-ISOTERMAS OBTIDAS PARA AS PROTEINAS EM MISTURAS BINARIAS

A Fig4.6 mostra as isotermas de adsorcdo, a 25 °C, para uma mistura
binaria, da A-La e da B-Lg obtidas com a resina Accell-Plus QMA em tampéo 20
mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 com 250 mM NaCl. A relagcio massica foi 1:1.

14.0 - ® A-la
- q*=1,86C*
12.0 - i R2=0,994
4 W B-Lg

_ q*=2,51C* C
10.0 R2=0,994

q*, (mg /g)
5
}

6.0 -
4.0 -
2.0 -
0.0 T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
C*, (mg/mL)

Figura 4.6: Isoterma de adsorcdo a 25 °C para A-La e B-Lg, mistura binéria 1:1 em
tampdo 20mM Bis-Tris-HCl com 250 mM em NaCl pH 6,5 em resinas Accell-Plus
QMA.



A Fig.4.7 mostra as isotermas de adsorgdo a 25 °C, para uma mistura
bindria, da A-La e da B-Lg obtidas com a resina Accell-Plus QMA em tampéao 20
mM Bis-Tris-FHClI pH 6,5 com 200 mM NaCl. A relagdo massica foi 1:3.

0 B-Lg
*=8,14 g*
R2=0,991
© A-lLa
*=2,41 g*
R2=0,984

3.0 4.0
C*, (mg/mL)

50

6.0

7.0

Figura 4.7: Isoterma de adsorcdo a 25°C para A-La e B-Lg, mistura bindria 1:3 em

tampdo 20mM Bis-Tris-HCI com 200 mM em NaCl pH 6,5. A resina adsorvente foi

Accell-Plus QMA.
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4.2.3- DETERMINACAQO DAS CURVAS DE BREAKTHROUGH PARA A MISTURA 1:1

As curvas de breakthrough representam, de forma dindmica, o fenémeno
da adsorcdo. Obteve-se curvas de breakthrough para a A-La e B-Lg na mistura 1:1
em tampdo 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 com 250 mM de NaCl e assim foi possivel
comparar o modelo descrito para uma coluna com a curva experimental. A coluna
utilizada faz parte de um conjunto de oito colunas que serdo utilizadas para

montar o LMS futuramente. Adotou-se o seguinte procedimento:

Uma coluna de vidro (Merck) com 1,6 cm de didmetro interno foi
empacotada lentamente com 9,4 g da resina Accell-Plus QMA utilizando ¢ tampéo
20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 para transformé-la numa lama, o que permite a
obtencdo de um leito uniforme. Essa quantidade de resina proporcionou uma
altura de leito igual a 9,4 cm (densidade do leito igual a 0,50 g/mL). A porosidade
(g) do leito da resina Accell-Plus QMA foi determinada pela técnica dos momentos,
sendo igual a 0,42 conforme determinada por Coimbra e Santana (1996) utilizando
uma coluna semelhante. A Fig.4.8 mostra um esquema da coluna. A coluna de
resina foi entdo estabilizada com o tamp&o de corrida durante uma noite, apos ser
conectada a uma bomba de HPLC, numa vazdo igual a 0,50 mL/min. Preparou-se
entio uma solucdo contendo a mistura com 1,0 mg/mL para ambas proteinas, A-
La e B-Lg, no tampédo 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 com 250 mM de Na(l que foi
entdo alimentada na coluna a 25 °C e 1,00 mL/min (a coluna possuia uma jaqueta
térmica por onde circulava 4gua na temperatura de 25 °C). Coletou-se
continuamente fraces durante 50 minutos, sendo o tempo de coleta igual a 1,0
minuto. A determinacido das concentracdes normalizadas (C/Cen) para cada uma
das proteinas na mistura foi efetuada seguindo a mesma metodologia utilizada
para se determinar as concentra¢Ses individuais da A-La e B-Lg quando presentes
numa mistura, como efetuado no caso das isotermas em mistura binéria (em HPLC
com uma coluna HP TSK-DEAE 5PW), sendo dada pela razdo entre as areas dos
picos individuais obtidas nas amostras coletadas e a 4rea dos picos na solucio

alimentada na coluna.
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Figura 4.8: Esquema da coluna utilizada para
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A Fig.4.9 mostra as curvas de breakthrough obtidas para a mistura binaria
1:1. A coluna utilizada tinha as seguintes caracteristicas fisicas: altura do leito igual
a 94 cm e didmetro interno igual a 1,6 cm. A concentragéo na alimentagido para
ambas proteinas foi 1,0 mg/ml em tampéao 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5 e 250 mM
NaCl com vazido igual a 1,0 mL/min a 25°C. Resina Accell-Plus QMA troca de

Anions.

o =
X [aw)
v o b e s g g d sy s s s bt s s e bv i aad gy a2

C/Co
o
(@2

o
S

=
o

0,0 -* ¥ l.l L1 I 1 ¥ 1 1 E 1 ] 1 3 l ) 1 L] ¥ i ¥ ¥ ] ¥ ]

0 10 20 30 40 50
Tempo, minutos

Figura 4.9: Curvas de breakthrough experimentais para a A-La e B-Lg (simbolos) e o
modelo da coluna (equilibrio dispersivo para isoterma linear) para ambas
aplicando os parametros de equilibrio 1:1 (linha continua). Coluna: 9,4x1,6cm,
concentracdo na alimentagdo para ambas foi 1,0 mg/ml. em tampédo 20 mM Bis-
Tris-HCl pH 6,5 e 250 mM NaCl com vazdo igual a 1,0 mL./min. a 25°C. Resina
Accell-Plus QMA troca de anions. D,=0,005 cm?2/min. (valor arbitrario).
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Capitulo Cinco

SIMULACOES E RESULTADOS DAS SIMULAGOES

Primeiramente veremos as simulagSes dos modelos para uma coluna
(segdo 5.1) e depois, os modelos foram aplicados na rotina do LMS (segdo 5.2). As
discussdes serdo feitas no capitulo seis.

5.1- SIMULACOES DOS MODELOS PARA UMA COLUNA

A seguir serdo apresentadas as simulacBes dos modelos para uma coluna
apresentados no capitulo trés. Os resultados dos modelos para uma coluna sio as
curvas de breakthrough. Considera-se que a coluna é alimentada, numa vazéo
constante, com uma solugdo de concentracdio C, e que estid preenchida com o
mesmo adsorvente utilizado para obter os parametros da adsorcdo e que a fase
moével apresenta as mesmas condigSes de pH e forga idnica que foram utilizadas na
obtencdo daqueles pardmetros. Também serdo mostrados os perfis de
concenira¢des internos na coluna para diferentes tempos. Cada coluna simulada
tinha um comprimento (L) igual a 10,0 cm e didmetro interno igual a 1,6 cn. Em
todas a simulagBes, quando aplicado, o coeficiente de dispersdo axial, D, foi
considerada igual 5x10-% cm2/min. As Fig.5.1(a) e Fig.5.1(b) sdo os resultados para
o modelo de equilibrio dispersivo para isotermas lineares. As Fig.5.2(a) e Fig.5.2(b)
sdo os resultados para o modelo de equilibrio dispersivo para isotermas do tipo
Langmuir. As Fig.5.3(a) e Fig.5.3(b) sdo os resultados para o modelo de equilibrio
dispersivo para isotermas Langmuir competitivas. As Fig.5.4(a) e Fig.5.4(b) sdo os
resultados para o modelo ideal que considera for¢a motriz linear. A Fig.5.5 mostra
as curvas de breakthrough aplicando os pardmetros de equilibrio obtidos para a B-
Lg em diferentes concentracbes de NaCl. Na Fig.5.6 sdio mostrados os efeitos
tipicos da dispersdo axial nas curvas de breakthrough quando apenas o valor de Dax

é alterado.
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5.1.1-MODELO QUE CONSIDERA ISOTERMA LINEAR:
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Figura 5.1:(a) Curvas de breakthrough para a A-La e para a B-Lg aplicando os
parametros de equilibrio obtidos com a mistura binéria 1:1; (b) Perfis internos na
coluna em diferentes tempos para a B-Lg. Os simbolos sdo pontos simulados pelo
modelo que considera isoterma linear. Dados: coluna 10,0 x 1,6 cm, concentragdo

de ambas proteinas na alimentacio foi 1,0 mg/mL e vazdo igual a 1,0 mL/min.
Ka1a=0,930 e Kp1g=1,255.
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5.1.2-MODELC QUE CONSIDERA ISOTERMA DO TIPO LANGMUIR:
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Figura 5.2:(a) Curvas de breakthrough para a A-La e para a B-Lg ; (b) Perfis internos
na coluna em diferentes tempos para a B-Lg. Os simbolos sdo pontos simulados
pelo modelo que considera isoterma do tipo Langmuir. Dados: coluna 10,0 x 1,6
cm, concentracdo de ambas proteinas na alimentagdo foi 1,0 mg/mL e vazio igual
a 1,0 mL/min. Parametros ficticios utilizados no modelo: A-La: qm=45,0 mg/g e

Ka=21,0 mg/mL; B-Lg: q=50,0 mg/g e K4=16,0 mg/mlL.
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5.1.3-MODELO QUE CONSIDERA ISOTERMAS DO TIPO LANGMUIR COMPETTTIVAS
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Figura 5.3:(a) Curvas de breakthrough para a A-La e para a B-Lg ; (b) Perfis internos

na coluna em diferentes tempos para a A-La () e para a B-Lg (m). Os simbolos sdo
pontos simulados pelo modelo que considera isoterma do tipo Langmuir

competitiva. Dados: coluna 10,0 x 1,6 cm, concentracdo de ambas proteinas na

alimentacdo foi 1,0 mg/mL e vazdo igual a 1,0 mL/min. Parémetros utilizados no
6,25x10-2 mL/mg.

modelo: A-La: qm=45,0 mg/g e K.;=4,76x10-2 mL/mg;

B-Lg: q==50,0 mg/g e Ks=
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5.1.4-MODELO IDEAL QUE CONSIDERA FORCA MOTRIZ LINEAR
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Figura 5.4:(a) Curvas de breakthrough para a A-La e para a B-Lg ; (b) Perfis internos

na coluna em diferentes tempos para a B-Lg. Os simbolos sdo pontos simulados

pelo modelo que considera forca motriz linear. Dados: coluna 10,0 x 1,6 cm,

concentragdo de ambas proteinas na alimentagéo foi 1,0 mg/mL e vazdo igual a 1,0
mL/min. Parametros utilizados no modelo: A-La: ka,=3,5 min-;

B-Lg: kav=4,3
min-! (obtidos pelas curvas de breakthrough mistura 1:1, ver pag.93).
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5.1.5-EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAL NO TEMPO DE BREAKTHROUGH:

As simulacOes dessas curvas foram baseadas nos parametros de equilibrio
obtidos experimentalmente através da isotermas para a B-Lg (Fig.4.4) utilizando as

correspondentes concentracoes de NaCl.

250 mM NaCl 160 mM NaCl 125 mM NaCl

0 120 240 360 480 600 720 840
Tempo, minutos

Figura 5.5: Efeito da concentracdo de NaCl nas curvas de breakthrough simuladas
para a B-Lg. Dados: coluna 10,0 x 1,6 cm, concentracdo da proteina na alimentagdo
foi 1,0 mg/mL e vazdo igual a 1,0 mL/min. Dados de equilibrio: 250 mM NaCl:
K=1,963; 160 mM NaCl: q==123,81 mg/g e Kq¢=4,36 mg/mL; 125 mM NaCl:
q™=159,67 mg/ g e Ka=1,29 mg/mL.




5.1.6- INFLUENCIA DA DISPERSAO AXIAL NAS CURVAS DE BREAKTHROUGH

A Fig.5.6 mostra o que ocorre com as curvas de breakthrough quando
diferentes valores do coeficiente de dispersdo axial sdo aplicados no modelo da

coluna que considera equilibrio dispersivo para isotermas tipo Langmuir.

160 ;M NaCl
1.0 =
& Pe=2200
1 Bre220
0.8 — Pe=22
o p—
S 0.6
it
U

0 120 240 360 480
Tempo, minutos

Figura 5.6: Efeito da dispersdo axial nas curvas de breakthrough simuladas para a B-
Lg. Dados: coluna 10,0 x 1,6 cm, concentragdo da protefna na alimentagdo foi 1,0
mg/mL e vazdo igual a 1,0 mL/min. Dados de equilibrio: q==123,81 mg/g e
Kg=4,36 mg/mL. O namero de Peclet (Pe) é dado por: Pe=v,L/gDax.
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5.2- SIMULACOES PARA O LEITO MOVEL SIMULADO

A seguir serdo apresentadas as simula¢des de um LMS com 8 colunas, sendo
duas colunas por zona, sendo que cada coluna possui 10,0 cm de comprimento e
1,6 cm de didmetro interno. Em todas as simulacdes, quando aplicado, Da foi
considerado igual a 5x10® cm?/min. Considera-se cada coluna recheada com a
resina Accell Plus QMA cuja densidade no leito é aproximadamente 0,50 g de
resina/mL de leito. As isotermas forneceram os parametros de equilibrio e, ainda,
para o caso do modelo considerando for¢ca motriz linear, obteve-se o coeficiente
global de transferéncia de massa para a a-lactalbumina e para a p-lactoglobulina
ajustando-o0s &s curvas de breakihrough experimentais (Maki et al, 1987) sendo entio
aplicados na correspondente rotina do LMS. As vazdes utilizadas foram calculadas
utilizando as condi¢bes de separag@o vistas no capitulo quatro. Das simulacdes

foram obtidos os seguintes resultados:

1. Perfis dindmicos do LMS: mostra como as concentra¢des da o-
lactalbumina e da f-lactoglobulina no extrato e no refinado evoluem
com o tempo. Permite visualizar o tempo necessédrio para se atingir o

estado estaciondrio e as concentracdes no tempo de troca.

2. Pureza e concentracdes do extrato e do refinado, no estado estaciondrio,
como fungdo do tempo de troca: mostra como a pureza e a concentragio
do principal componente do extrato e do refinado sdo afetadas pelo
tempo de troca das colunas. Através desta figura é possivel escolher o
melhor tempo de troca tendo em vista 0 compromisso entre a pureza e
as concentracdes do extrato e do refinado para a combinagido de vazdes
que foi utilizada. A pureza do extrato em porcentagem (PE%) é definida
como a razdo entre a concentracdo do principal componente do extrato
{(no caso, a B-Lg) e a concentracdo total das proteinas presentes no
extrato, ou seja:
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C
PE% = Blek 100% (5.1a)
Coier +Carax

Analogamente para a pureza do refinado (PR%) temos:

PR% = Cactar 100% (5.1b)
CB-—Lg,R + CA~La.R

3. Perfis de concentracdes internos do LMS: mostra, no estado estaciondrio,
como os perfis de concentragdes das substincias sendo separadas se

distribuem ao longo das colunas e zonas do LMS (perfil axial).

4. Consumo do solvente (mL/mg de proteina): mostra como o consumo do

solvente no extrato e no refinado varia com o tempo de troca, sendo

definido como:

+
e Consumo de solvente no extrato: CSE = Qe+Qy (5.2a)
-1gEQE
_+..
s Consumo de solvente no refinado:  CSR = Qe #Qs (5.2b)
A-La.R <R

onde Qa € a vazdo da alimentacio, Qf é a vazio de extrato, Qr é a vazio de
refinado, Cpigr é a concentracio da B-Lg no extrato e Calar € a

concentracdo da A-La no refinado.
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5.2.1-SIMULACOES UTILIZANDO PARAMETROS DE EQUILIBRIO DA MISTURA BINARIA 1:3

APLICADOS NO MODELC EQUILIBRIO DISPERSIVO LINEAR

A mistura bindria 1:3 (Ca1.:Cpig) € a mais realista para uma aplicacio
préatica, visto que o soro do leite contém aproximadamente esta proporgic maéssica

para a A-La e B-Lg (ver tabela 2.2).

Neste caso, os resultados de equilibrio obtidos experimentalmente
(isotermas) forneceram o0s seguintes coeficientes de distribuicdo para ambas
proteinas: Ka1.=1,205 e K515=4,070 (Ka1.2,41 mL/g de resina e Kg1,=8,14 mL/g
de resina) assim, o fator de separacio (a=Kpig/Ka1a) € igual a 3,38. Foram
utilizados cinco diferentes conjuntos dos parametros de seguranca (;) no célculo
das vazdes de operagdo em cada zona do LMS, de modo que os efeitos destes
parametros pudessem ser avaliados com relacdo as purezas e as concentracdes do
extrato e do refinado e também o consumo do solvente. Em todos os casos, Qs foi
considerado igual a 1,106 mL/min. A concentragédoc da A-La na alimentacdo igual a
1,0 mg/mL e a concentragdo da B-Lg na alimentagéo igual a 3,0 mg/mL, mantendo
assim, a mesma propor¢do massica utilizada para obter os pardmetros de
equilibrio. A Fig.5.7 ilustra os possiveis valores de B2 e Ps que poderiam ser
utilizados (4rea hachurada) e quaisquer valores maiores que 1 para B: e B4 podem

ser utilizados.

3,38

{33 3,38

Figura 5.7: Dominio dos possiveis valores para 2 e B3 para a mistura bindria 1:3.
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¢ Conjunto 1: f;=B,= 5= B4=1,05

Este conjunto forneceu a seguinte combinacdo de vazbes em cada zona do

LMS:

e Vazdonazonal =2,174 mL/min;
e Vazdonazonall= 5,191 mL/min;
e Vazdona zona [[I= 2,304 mL/min;

e Vazido na zona IV= 5,631 mL/min.

As vazdes de entrada e saida do sistema sdo:
¢ Vazio da alimentagdo= 2,887 mL/min;
e Vazio do refinado= 3,017 mL/min;

e Vazio do extrato= 3,327 mL/min;

e Vazio do dessorvente= 3,457 mL/min.

Os resultados para este conjunto sio mostrados nas Figs.5.8.a, b, ce d.
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Figura 5.8.a: Perfis dindmicos do extrato e do refinado. Tempo de troca igual a 7,5
minutos. Pardmetros de equilibrio obtidos com as protefnas numa mistura binéria
1:3. Ca124=1,0 mg/mL e Cg154=3,0 mg/mL, Ka.1.=1,205 e Kg13=4,070. Pureza do
extrato: 100%; pureza do refinado: 99,41%. Bi= Bo= B3=B4=1,05.
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Figura 5.8.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo
modelo que considera equilibrio dispersivo. Tempo de troca igual a 7,5 minutos.
Parametros de equilibrio obtidos com as proteinas numa mistura 1:3; Ka1,=1,205
e Kg13=4,07. Pureza do extrato: 100%; pureza do refinado: 99,41%. Concentragdo

da alimentacio foi 1,0 mg/mlL para a A-La e 3,0 mg/mlL para a B-Lg.

B1= P2= B5=P4=1,05.
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Figura 5.8.c: Pureza e concentracgio do extrato e do refinado como funcdoc do tempo
de troca. Cai1as=1,0 mg/mL e Cgrya=3,0 mg/mL, Ks1.=1,205 e Kp1,~4,070. Os

simbolos sdo pontos simulados. B1=B.= Ba= Bs=1,05.
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Figura 5.8.d: Consumo do solvente no extrato e no refinado como fungio do tempo

de troca para $,=0,= Bs= §4=1,05 . Os simbolos sdo pontos calculados.
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e Conjunto 2: B=Bs=1,05 e Po=Bs=1,15

Este conjunto fornece a seguinte combinacio de vazdes em cada zona do

LMS:

e Vazdonazonal =2,174 mL/min;
e Vazdonazonall= 4,818 mL/min;
e Vazidona zona Ill= 2,437 mL/min;

e Vazido na zona IV= 5,631 mL/min.

As vazbes de entrada e saida do sistema sdo:
e Vazio da alimentacao= 2,381 mL/min;
e Vazdo do refinado= 2,645 mL./min;

e Vazdo do extrato= 3,193 mL/min;

e Vazdo do dessorvente= 3,457 mL/min.

Os resultados para este conjunto sdo mostrados nas Figs.5.9.a, b, ced.
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Figura 5.9.a: Perfis dindmicos do extrato e do refinado. Tempo de troca igual a 7,5
minutos. Parametros de equilibrio obtidos com as proteinas numa mistura binaria
1:3. Cao144=1,0 mg/ml e Cpi154=3,0 mg/mL, Ka1.=1,205 e Kp1,=4,070. Pureza do
extrato: 100%; pureza do refinado: 99,48%. Bi= B4=1,05 e B2= Ps=1,15.
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Figura 5.9.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo
modelo que considera equilfbrio dispersivo. Tempo de troca igual a 7,5 minutos.
Parametros de equilibrio obtidos com as proteinas numa mistura 1:3; Ka.1.=1,205
e Kprg=4,07. Pureza do extrato: 100%; pureza do refinado: 99,48%. Concentragio
da alimentacdo foi 1,0 mg/mlL para a A-La e 3,0 mg/mlL para a B-Lg.
Bi=P4=1,05 € Bo= B3=1,15.
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Figura 5.9.c: Pureza e concentracio do extrato e do refinado como fungdo do tempo
de troca. Ca1a,4=1,0 mg/ml e Cprea=3,0 mg/mL, Ka1.=1,205 e Kp15+4,070. Os

simbolos sdo pontos simulados. Bi1=B.=1,05 e B,= B;=1,15.
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Figura 5.9.d: Consumo do solvente no extrato e no refinado como fungdo do tempo

de troca para Bi1=P4s=1,05 e Bo= B;3=1,15. Os simbolos sdo pontos calculados.
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. COIIjl‘!IltO 3: Bi=Pa=1,15 € Bo= B3=1,05

Este conjunto fornece a seguinte combinagio de vazbdes em cada zona do

LMS:

¢ Vazdonazonal =2,064 mL/min;
e Vazionazonall= 5,191 mL/min;
e Vazdona zona [lI= 2,304 mL/min;

e Vazdo na zona IV= 6,081 mL/min.

As vazdes de entrada e saida do sistema séo:
e Vazdo da alimentacio= 2,887 mL/min;
e Vazdo do refinado= 3,128 mL/min;

¢ Vazio do extrato= 3,777 mL/min;

e Vazdo do dessorvente= 4,017 mL/min.

Os resultados para este conjunto sdo mostrados nas Figs.5.10.a, b, ce d.
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Figura 5.10.a: Perfis dindmicos do extrato e do refinado. Tempo de troca igual a 7,5
minutos. Pardmetros de equilibrio obtidos com as proteinas numa mistura binaria
1:3. Ca1aa=1,0 mg/mL e Cpiga=3,0 mg/mL, Ka1.=1,205 e Kg1=4,070. Pureza do
extrato: 100%; pureza do refinado: 100%. B1=Bs=1,15 e o= B3=1,05.
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Figura 5.10.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo
modelo que considera equilibrio dispersivo. Tempo de troca igual a 7,5 minutos.
Parametros de equilibrio obtidos com as proteinas numa mistura 1:3; Ka1,=1,205
e Kp1g=4,07. Pureza do extrato: 100%; pureza do refinado: 100%. Concentragio da
alimentagdo foi 1,0 mg/mlL para a A-La e 30 mg/ml para a B-Lg.

Bi=Ps=1,15 e Bo=B3=1,05.
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Figura 5.10.c: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como func¢io do
tempo de troca. Cai,4=1,0 mg/mL e Cpiga=3,0 mg/ml, Ka1.=1,205 e Ks

1¢=4,070. Os simbolos sdo pontos simulados. Bi=f4=1,15 e B2= B3=1,05.
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Figura 5.10.d: Consumo do solvente no extrato e no refinado como funcgio do

tempo de troca para $1=04=1,15 e Br= B3=1,05. Os simbolos sdo pontos calculados.




¢ Conjunto 4: 5,=H4=1,05; = 1,10; B5=1,25

Este conjunto fornece a seguinte combinacio de vazdes em cada zona do

LMS:

e Vazdonazonal =2,174 mL/min;
¢ Vazdona zona Il = 4,996 mL/min;
¢ Vazdo na zona IlI= 2,570 mL/min;

e Vazdona zona IV= 5,631 mL/min.

As vazdes de entrada e saida do sistema sio:
s Vazdo da alimentacio= 2,426 mL/min;
e Vazdo do refinado= 2,823 mL./min;

e Vazdo do extrato= 3,060 mL/min;

¢ Vazdo do dessorvente= 3,457 mL/min.

Os resultados para este conjunto sdo mostrados na Fig.5.11.
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Figura 5.11: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como fungdo do tempo
de troca. Ca12,4=1,0 mg/mL e Cp1y4=3,0 mg/mlL, Ka1.=1,205 e Kp15=4,070. Os

simbolos sdo pontos simulados. §1=B4=1,05 e B,=1,10; Bz=1,25.
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¢ Conjunto 5: f;=Ps=1,05 e B>=1,25; B3=1,10

Este conjunto fornece a seguinte combinacio de vazdes em cada zona do

LMS:

e Vazionazonal =2,174 mL/min;
e Vaziona zonall = 4,505 mL/min;
¢ Vazdo na zona III= 2,570 mL/min;

¢ Vazdo na zona IV= 5,631 mL/min.

As vazdes de entrada e saida do sistema sio:
e Vazdo da alimentacdo= 2,135 mL/min;
e Vazio do refinado= 2,332 mL/min;

o Vazio do extrato= 3,260 mL./min;

e Vazio do dessorvente= 3,457 mL./min.

Os resultados para este conjunto sdo mostrados na Fig.5.12.
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Figura 5.12: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como fungéo do tempo
de troca. Ca12,4=1,0 mg/mL e Cgrga=3,0 mg/mlL, Ka1,=1,205 e Kp14=4,070. Os

simbolos sdo pontos simulados. B1=B4=1,05 e B,=1,25; Bs=1,10.
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As tabelas 5.1.a e 5.1.b resumem os resultados obtidos para os cinco
conjuntos dos parametros de seguranca f§; utilizados no célculo das vazdes de

operagdo do LMS para o tempo de troca igual a 7,50 minutos. Os valores presentes

na tabela 5.1.b sdo para o estado estacionario.

Tabela 5.1.a: Vazdes de entrada (alimentagdo e dessorvente) e de saida (extrato e

refinado) para cinco conjuntos do pardmetro de seguranca B;.

B; Qa(ml/min)  Qo(mL/min) Qe (mL/min) Qr (mL/min)
Br= B2= 3= P+=1,05 2,887 3,457 3,327 3,017
Br=Bs=1,05; B2= o= 1,15 2,381 3457 3,193 2,645
Br=Bs=L15; B2= Ps= 1,05 2,887 4,017 3,777 3,128
Br= Be=1,05; B=1,10; P3=1,25 2,426 3,457 3,060 2,823
B1=Ps=1,05; B>=1.25; Bs=1,10 2,135 3,457 3,260 2,332

Tabela 5.1.b: ConcentracSes, pureza e consumo de solvente no extrato e no

refinado para cinco conjuntos do pardmetro de seguranca B com o tempo de troca

igual a 7,50 minutos.
B; Cragt Caiar PE% PR% CSE@ml/mg) CSR (mL/mg)
B1= B2= Bs= Ps=1,05 1,81 0,99 100 9941 1,03 1,98
Bi= Pa=1,05; Bz=Ba=1,15 1,48 0,91 100 9948 1,18 2,09
Br= Bs=1,15; B>=[B:=1,05 031 0,99 100 100 7,39 211
Bi= B+=1,05; f2=1,10; B3= 1,25 1,59 0,85 100 9940 1,13 2,20
Bi= Bs=1,05; B2=1,25; Bs= 1,10 1,26 0,95 100 9959 1,31 2,02
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5.2.2-SIMULACOES UTILIZANDO PARAMETROS DE EQUILIBRIO DAS PROTEINAS PURAS

APLICADOS NO MODELO DE EQUILIBRIO DISPERSIVO

Neste caso temos: Ka1.=0,873 e Kp1g=1,963 (0=2,249). Nas Figs. 5.13.a,
5.13.b e 5.13.c foi utilizada a seguinte combinagido de vazoes, obtidas utilizando os
critérios de separacdo, sendo: Bi= Br= B3= B+=1,05 com Q;=1,106 mL/min.

Vazdes em cada zona do LMS:

e Vazdonazonal =1,824 mL/min;
e Vazionazona Il = 2,972 mL/min;
e Vazdo na zona III= 1,918 mL/min;
¢ Vazdona zona IV= 3,183 mL/min.
As vazDes de entrada e saida do sistema s3o:
e Vazao da alimentacdo= 1,053 mL/min;
e Vazdo do refinado= 1,147 mL/min;

s Vazio do extrato= 1,265 mL/min;

e Vazdo do dessorvente= 1,359 mL/min.

E ainda,

Concentracdo da A-La na alimentagio = 1,0 mg/mL

Concentracdo da B-Lg na alimentagao= 1,0 mg/mL
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Figura 5.13.a: Perfis dindmicos do extrato e do refinado. Tempo de troca igual a
7,50 minutos. Pardmetros de equilibrio obtidos com as proteinas puras. Ca.1,a=1,0
mg/mL e Cprga=1,0 mg/mL, Ka1.=0,873 e Kp14~1,963. Pureza do extrato: 100%;
pureza do refinado: 99,41%. Consumo do solvente no extrato foi igual a 2,04

mL/mg e o consumo do solvente no refinado foi igual a 2,37 mL/mg.
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Figura 5.13.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona). Tempo de troca

Pardmetros de equilibrio obtidos com as proteinas puras.
Ca124=1,0 mg/mL e Cp

igual a 7,50 minutos.
Pureza do extrato: 100%; pureza do refinado: 99,41%.

Lga=1,0 mg /mL, Ka1.=0,873 ¢ Kg1¢=1,963.
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Figura 5.13.c: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como fun¢do do
tempo de troca. Ca1aa=1,0 mg/ml e Cpiga=l,0 mg/mL, Ka1.=0,873 e Kg

1g=1,963. Os simbolos sdo pontos obtidos na simulacdo.
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5.2.3-5IMULACOES UTILIZANDO O MODELO DE FORCA MOTRIZ LINEAR

Para aplicar este modelo, foi necessario obter o valor do parametro de
transferéncia de massa, ka,, para cada proteina. Isto foi feito ajustando este
pardmetro as curvas de breakthrough experimentais obtidas para a mistura 1:1. A
Fig.5.14 mostra o ajuste efetuado e os valores obtidos que foram aplicados na
correspondente rotina do LMS. Obteve-se ka,=3,5 min! para a A-La e kav=4,3
min- para a B-Lg.
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Figura 5.14: Curvas de breakthrough experimentais para a mistura 1:1 da proteinas
A-La e B-Lg e o modelo (linhas) de forca motriz linear aplicado para uma coluna
9,4 x 1,6 cm. A concentragdo na alimentagdo foi 1,0 mg/ml para ambas proteinas
em tampdo Bis-Tris-HCl pH 6,5 com 250 mM NaCl e a vazdo foi 1,0 mL/min.
Resina Accell-Plus QMA . Temperatura foi 25 C.
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Os parametros de equilibrio sdo: Ka1.=0,93 e Kp1=1,26.

Nas Figs. 5.15.a € 5.15.b foi utilizada a seguinte combinacéo de vazdes:

Vazdes em cada zona do LMS:

e Vazdonazonal =0,993 mL/min
¢ Vazdona zonalIl = 1,798 mL/min
e Vazdona zona III= 1,201 mL/min

e Vazdona zona IV= 2,266 mL/min

As vazdes de entrada e saida do sistema s&o:
e Vazio da alimentacdo= 0,597 mL/min
s Vazdo do refinado= 0,805 mL./min

e Vazdo do extrato= 1,065 mL/min

¢ Vazdo do dessorvente= 1,273 mL/min

E ainda,

concentracdo da A-La na alimentagdo = 1,0 mg/mL

concentracio da B-Lg na alimentagdo= 1,0 mg/mlL

O consumo do solvente no extrato foi igual a 10,19 mL/mg e o consumo do

solvente no refinado foi igual a 4,14 mL/mg no tempo de troca igual a 9,00

minutos.
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Figura 5.15.a: Perfis dinamicos do extrato e do refinado obtidos pelo modelo que
considera a taxa de adsor¢io representada por forga motriz linear. Tempo de troca
igual a 9,0 minutos. Pardmetros de equilibrio obtidos com as protefnas numa
mistura 1:1; Ka12a=0,93 e Kpi1,=1,26. Parametros de transferéncia de massa:
ksv=3,5 min® para a A-La e k@v=4,3 min para a B-Lg. Pureza do extrato: 97,9%;
pureza do refinado: 100%. Concentracdo da alimenta¢do foi 1,0 mg/mL para
ambas proteinas. Consumo do solvente no extrato foi igual a 10,19 mL/mg e o

consumo do solvente no refinado foi igual a 4,14 mL/mg.
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Figura 5.15.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo
modelo que considera a taxa de adsorcdo representada por forca motriz linear.

Tempo de troca igual a 9,0 minutos. Pardmetros de equilibric obtidos com as

protefnas numa mistura 1:1; Ka1a=0,93 e Kg1,=1,26. Pureza do extrato: 97,9%;

pureza do refinado: 100%. Concentracdo da alimentagdo foi 1,0 mg/mlL para
ambas proteinas.
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Figura 5.15.c: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como funcio do
tempo de troca. Ca1a4a=1,0 mg/mlL e Cprga=1,0 mg/ml. Os simbolos sdo pontos
obtidos na simulagdo do LMS que considera a taxa de adsorgio representada por

forca motriz linear.
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5.2.4-SIMULACOES UTILIZANDO PARAMETROS DE EQUILIBRIO DA MISTURA BINARIA 1:1

APLICADOS NO MODELO EQUILIBRIO DISPERSIVO

Nas Figs. 5.16.a, b e c foi utilizada a mesma combinacio de vazbes utilizadas
no modelo que considera forca motriz linear (item 5.2.3). Para a mistura binaria 1:1,

os parametros de equilibrio sdo: Ka.1a=0,93 e Kp14~1,26.

0.8
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Figura 5.16.a: Perfis dindmicos do extrato e do refinado. Tempo de troca igual a
9,00 minutos. Parametros de equilibrio obtidos com as proteinas na mistura binaria
1:1. Ca128=0,70 mg/mL e Cgige=0,03 mg/ml, Ka.1.=0,93 e Kg1,~1,26. Pureza
do extrato: 100%; pureza do refinado: 100%. Consumo do solvente no extrato foi
igual a 52,02 mL/mg e o consumo do solvente no refinado foi igual a 2,49 mL/mg.
Car1aa=1,0 mg/mL e Cprga=1,0 mg/mL.
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Figura 5.16.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona). Tempo de troca

igual a 9,00 minutos. Pardmetros de equilibrio obtidos com as proteinas na mistura
binaria 1:1. Pureza do extrato: 100%; pureza do refinado: 100%. Ca1.4=1,0

mg/mL e Cprga=1,0 mg/mL, Ka1.=0,93 e Kpi1g=1,26.
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Figura 5.16.c: Pureza e concentracdo do extrato e do refinado como fungdo do
tempo de troca. Ca124=1,0 mg/mL e Cgiga=1,0 mg/mlL. Ka1.=0,93 e Kp14~1,26.

Os simbolos sdo pontos simulados.
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5.2.5 SMULAGOES DO MODELO DE EQUILIBRIO DISPERSIVO QUE CONSIDERA ADSORGAO

COMFPETITIVA

Para aplicar este modelo, foram "supostas" duas isotermas competitivas
com base nas isotermas experimentais para a mistura bindria 1:1. A suposi¢do foi
feita apenas com ¢ intuito de aplicar o modelo do LMS competitivo. A Fig. 5.16

mostra, graﬁcamente, as isotermas representadas matematicamente nas equagses

53aeb5.3b:

o ate = (45)(9,0476)(3 Ale (5.3)
(1+0,0476C" a1 +0,0625C 51 )

. (50)%(0,0625)C’p-1¢ (5.3)

1+ 0,0625C 5-15 + 0,0476C” A~—La)

0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
C*, mg/mL

Figura 5.17: Isotermas competitivas aplicadas na rotina do LMS competitivo.
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Foram aplicadas as seguinte vazdes:

Vazdes em cada zona do LMS:

¢ Vazdonazonal =0,993 mL/min
¢ Vazdona zonall = 1,798 ml./min
e Vazdo na zona IlI= 1,201 mL/min

¢ Vaziona zona IV= 2,266 mL/min

As vazdes de entrada e saida do sistema sao:
e Vazdo da alimentacio= 0,597 mL/min
¢ Vazio do refinado= 0,805 mlL/min

e Vazdo do extrato= 1,065 mL/min

e Vazio do dessorvente= 1,273 mL/min

E ainda,

Concentracdo da A-La na alimentacdo = 1,0 mg/mL

Concentragdo da B-Lg na alimentacdo= 1,0 mg/mL

Os resultados para este caso sdo mostrados nas Figs.518.abc e d. A
Fig.5.19 mostra o consumo de solvente no extrato e no refinado como fungéo do

tempo de troca.
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Figura 5.18.a: Perfis de concentracbes dindmicos do extrato e refinado para o LMS

com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo modelo que considera adsorgao

competitiva. Tempo de troca igual a 17,50 minutos. Pureza do extrato: 100%;

pureza do refinado: 100%. Concentracdo da alimentagdo foi 1,0 mg/ml para

ambas proteinas.

concentracio da B-Lg no extrato= 0,152 mg/mlL.

Concentragdo da A-La no refinado= 0,994 mg/ml e
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Figura 5.18.b: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo

modelo que considera adsorgdo competitiva. Concentracdo da alimentacdo foi 1,0

mg/mL para ambas proteinas. Tempo de troca igual a 17,50 minutos. Pureza do

extrato: 100%; pureza do refinado: 100%. Concentracio da A-La no refinado=0,994

mg/mL e concentracdo da B-Lg no extrato= 0,152 mg/ml. CSE=10,23 mL/mg;

CSR=1,75 mL/mg.
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Figura 5.18.c: Perfis internos do LMS com 8 colunas (2 por zona) obtido pelo
modelo que considera adsorcdo competitiva. Concentracdo da alimentacao foi 1,0
mg/ml para ambas proteinas. Tempo de troca igual a 16,50 minutos. Pureza do
extrato: 100%; pureza do refinado: 99,31%. Concentracio da A-La no
refinado=0,924 mg/ml e concentragio da B-Lg no extrato= 0410 mg/mL.
CSE=3,81 mL/mg; CSR=1,88 mL/mg.
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Figura 5.18.d: Pureza e concentragdo do extrato e do refinado como fun¢ido do
tempo de troca. Ca1,,4=1,0 mg/mL e Cp1y4=1,0 mg/mL. Os simbolos sdo pontos

obtidos na simulacdo do LMS aplicando os parametros das isotermas competitivas.
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Figura 5.19: Consumo do solvente no extrato e no refinado como fungéo do tempo

de troca para o LMS Langmuir competitivo. Os simbolos sdo pontos calculados.
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Capitulo Seis

DISCUSSOES

6.1-PARTE EXPERIMENTAL

As proteinas a-lactalbumina (A-La) com pl igual a 4,8 e a B-lactoglobulina
(B-Lg) com pl entre 54 e 5,5 quando dissolvidas numa solucdo com pH 6,5
apresentam carga liquida negativa e, assim, podem ser adsorvidas em resinas
trocadoras de anions como a Accell Plus QMA (em pH 6,5 a B-Lg apresenta-se na
forma de dimero). Esta resina é um trocador de anions forte, ou seja, as cargas
idnicas caracteristicas de seus grupos sdo mantidas numa faixa ampla de pH. Esta
resina também possui, para solucdes sem a presenga do sal Na(Cl, grande
capacidade de adsor¢io (valores de g™ em torno de 300 mg de proteina/g de
resina) e adsorve fortemente as proteinas A-La e B-Lg (constantes de dissociacbes,
em termos molares, sendo Kq=2,36x10% M para a A-La e K4=10,05x10-% M para a B-
Lg). As isotermas do tipo Langmuir obtidas para ambas sem a presenga de NaCl
sdo mostradas na Fig.4.3. No entanto, a alta capacidade e forca de adsorcéo desta
resina na auséncia de sal ndo permitem a separagdo de ambas no sistema LMS aqui
estudado, visto que ambas proteinas ficam muito fortemente ligadas a fase solida.
Na tentativa de obter condi¢des propicias a separacdo de ambas no sistema LMS,
foram efetuados experimentos de equilibrio (isotermas) para a B-Lg com diferentes
concentragdes de NaCl e assim foi possivel avaliar os efeitos deste sal nas
constantes de adsorcdo. A Fig.4.4 mostra as isotermas da B-Lg obtidas com trés
diferentes concentracdo de NaCl: 125 mM, 160 mM e 250 mM. Pode-se observar
que a presenca de sal tem um efeito significativo nas constantes de adsorgio e um
aumento na concentragdo do sal promove uma diminuicdo na capacidade de
adsorcdo e faz com que a proteina adsorva muito mais fracamente quando se

compara com a adsor¢do sem a presenga de sal. Além disso, pode-se observar que
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quanto maior € a concentracdo de sal, maior é a faixa de concentracdes onde a
adsorcdo € linear. A presenga dos ions Na* e (I faz com que haja menos cargas

disponiveis na resina para serem trocadas com as proteinas.

As constantes de adsorgdo da B-Lg obtidas nessas trés concentracdes de sal
foram utilizadas para simular curvas de breakthrough em colunas com as dimensdes
fisicas das colunas que seriam utilizadas num sistema LMS. Os resultados da
simulacdo de uma coluna com 10,0 cm de comprimento e 1,6 cm de didmetro
interno podem ser vistos na Fig. 5.5. Nota-se que o tempo de bregkthrough esperado
seria de aproximadamente 12,5 horas quando se usa 125 mM de sal, cerca de 4
horas com 160 mM de sal e menos que 30 minutos quando se utiliza 250 mM de
sal. As condicdes de adsorcdo mais favoraveis a separacio num sistema LMS foram
aquelas dadas pela utilizacdo de 250 mM de NaCl e, entdio, foi obtida a isoterma
para a A-La nesta condicdo. As duas isotermas (A-La e B-Lg) obtidas com 250 mM
de sal sdo mostradas na Fig. 4.5 e pode-se ver, para ambas, uma boa relagio linear
entre a concentragdo média no adsorvente (q") em equilibrio com a concentragdo no
liquido sobrenadante (C). Podemos observar que a A-La e a B-Lg apresentam
constantes de adsorcdo bem distintas, sendo que a B-Lg adsorve mais fortemente

que a A-La (Ka-1.=1,746 mL/g e Kg1,=3,925 mL/g).

Para uma aplicacfo pratica no LMS, essas proteinas estardo presentes numa
mistura binédria e, assim, torna-se interessante conhecer o comportamento da
adsorcdo de ambas nesta condi¢do. Foram, entdo, obtidas isotermas para uma
mistura bindria contendo a A-La e a B-Lg numa proporg¢iao massica 1:1 na presenca
de 250 mM de NaCl. O resultado pode ser visto na Fig.4.6 e os pontos
experimentais mostram uma boa relacdo linear entre q* e C'. Podemos observar
que a A-La e a B-Lg também apresentam constantes de adsor¢do bem distintas
quando a adsor¢do procede a partir da mistura, sendo que a B-Lg continua
adsorvendo mais fortemente que a A-La {(Ka1.=1,86 mL/g e Kp14=2,51 mL/g). No
caso de uma operacdo no LMS, isto indica que a B-Lg saird no extrato, por ser o

componente mais "lento", enquanto que a A-La saird no refinado. Os valores das
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constantes de adsorcdo foram diferentes daqueles obtidos com as proteinas puras.
Isto era esperado, visto que agora temos duas substincias sendo adsorvidas
simultaneamente. Foi realizado um experimento para se obter as curvas de
breakthrough a partir dessa mistura bindria 1:1 e o resultado desse experimento
pode ser visto na Fig.4.9. Isto possibilitou uma comparagdo enire as curvas de
breakthrough experimentais com o modelo da coluna que considera equilibrio
dispersivo linear. Podemos notar um bom ajuste do modelo com os pontos
experimentais. No entanto, ndo foi feito duplicata devido a limita¢des na

quantidade de proteina disponivel.

Para uma aplicacio ainda mais realista, foram obtidas isotermas numa
mistura binaria 1:3. Esta relacdo massica A-La:B-Lg é a mais préxima & do soro do
queijo. Foi utilizada uma sclugédo com 200 mM de sal para que fossem obtidas
constantes de adsor¢do um pouco mais altas para a A-La e para a B-Lg. As
isotermas obtidas para a mistura bindria 1:3 podem ser vistas na Fig.4.7 e os pontos
experimentais mostram uma boa relagdo linear entre " e C'. Podemos observar
que a A-La e a B-Lg apresentaram constantes de adsor¢ido maiores e bem distintas
comparadas com as obtidas com 250 mM de sal, conforme esperado, sendo que a
B-Lg adsorveu mais fortemente que a A-La (Ka1.~2,41 mL/g e Kp1,=8,14 mL/g).
O fator de separagdo neste caso de mistura binaria 1:3 foi igual a 3,38 enquanto que
na mistura bindria 1:1 o fator de separagdo foi igual a 1,35. Isto indica que a
separagdo no LMS seria mais facil para a mistura 1:3 com 200 mM de NaCl do que

com a mistura 1:1 usando 250 mM de sal.

6.2- SIMULACOES DOS MODELOS
6.2.1- SIMULACOES DOS MODELOS PARA UMA COLUNA

Para simular os modelos, foram construidas rotinas computacionais

utilizando ¢ ambiente MS Fortran PowerStation 4.0 e 0 uso de um PC Pentium II
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400 MHz. As solucdes numéricas foram obtidas com razoavel rapidez aplicando o
algoritmo Runge-Kutta-Fehlbergh. Os modelos foram primeiramente simulados
para uma coluna com 10,0 cm de comprimento e 1,6 cm de diametro interno,
resultando nas curvas de breakthrough . Também foram obtidos os perfis de
concentragdes internos ao longo da coluna e podemos observar, em todos os casos,
uma boa estabilidade da solu¢do numérica (Figs. 5.1 a 5.4). Para o modelo que
considera adsor¢do competitiva, os perfis para ambas proteinas sdo obtidos
simultaneamente. Nos outros casos, a rotina é executada individualmente para
cada substincia sendo adsorvida. Na Fig.5.6 é mostrada a influéncia tipica da
dispersdo axial no formato da curva de breakthrough (diferentes Pe). Em todos os
outros casos, o coeficiente de dispersdo axial, quando aplicado, foi considerado
igual a 5x10® cm?/min, sendo este um valor que representou bem o formato dos
pontos das curvas de breakthrough experimentais. Entretanto, pode-se aplicar a
ténica dos momentos (Blanch e Clark, 1997) para se determinar este pardmetro nas
colunas do LMS a ser construido. Em geral, o coeficiente de dispersdo axial é

bastante pequenc e geralmente pode ser desprezado para baixas vazdes.

6.2.2- SIMULAGOES DOS MODELOS PARA O LEITO MOVEL SIMULADO (LMS)

Com as rotinas computacionais operando de forma estivel para uma
coluna, foram desenvolvidas as rotinas para um sistema LMS com oito colunas e
duas colunas por zona, o qual deverd ser montado futuramente no Laboratério de
Biosseparacbes do Departamento de Processos Biotecnologicos (DPB) da
Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp e que, por motivos alheios a nossa
vontade, infelizmente, ndo foi possivel de ser efetuado no transcorrer deste

trabatho.

As rotinas computacionais para o LMS foram executadas com razoével
rapidez {(cerca de 10 minutos) sendo um pouco mais demorada para o caso que

considera adsor¢do do tipo Langmuir competitiva.
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Como resultado do LMS, obtém-se os perfis de concentracdes no extrato e
no refinado ac longo do tempo no momento de troca das correntes. Tais perfis
foram chamados de perfis dinamicos, os quais poderdo ser verificados
experimentalmente, e também os perfis de concentragdes internos em cada zona do
LMS no estado estacionario, e cujos pontos a serem verificados experimentalmente
s&o aqueles entre as colunas do sistema. A Fig. 6.1 mostra um exemplo dos pontos
a serem verificados experimentalmente (simbolos). Os pontos na linha de
alimentagdo sdo apds a mistura da solugido alimentada com a corrente vinda da

zona [II.

1 2 3 4 5 5] 7 8
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g 2.40 -
= . /
g 2.00 - /
4 /
2 1.60 - /
o] : / B“Lg
= 1.20 ~ /
£ 0.80 - - Ala L \
¥ - N
R T A
zonal zona §§ zona il 2ona 1v
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Figura 6.1: Exemplo de pontos a serem verificados experimentalmente para a A-La

e para a B-Lg ap6s atingido o estado estacionario no extrato e no refinado.

Dentre as varidveis operacionais mais importantes do LMS, estdo as vazdes
nas diferentes zonas do sistema. Uma forma segura de escolha dessas vazdes foi
aplicando a metodologia do fatores de seguranca, f3; , de Yun e colaboradores
(1997) que foi desenvolvida para o caso de isotermas lineares. Como vimos, as
isotermas obtidas para a A-La e B-Lg na mistura binaria 1:1 com 250 mM de NaCl e
na mistura bindria 1:3 com 200 mM de NaCl mostraram relagdes lineares entre q" e

C" para faixas de concentracdes além das comumentes encontradas no soro do
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queijo e assim foi possivel aplicar os fatores de seguranga para se determinar as
vazdes de operacdo do LMS. No entanto, tal metodologia ndo fornece qual é o
ntmero 6timo de colunas. Como a constituicio fisica do LMS a ser montado ja
estava definida como um sistema com oito colunas e duas colunas por zona, a
partir das vazdes fornecidas é possivel fazer as simulagdes para diferentes tempos
de troca e assim construir graficos relacionando a pureza do extrato e do refinado,
bem como as concentracBes nessas correntes, com os diferentes tempos de troca, o
que permite fazer uma escolha do tempo de troca que fornece o melhor
compromisso entre pureza e concentragdes do extrato e do refinado para uma dada

combinacido de vazdes.

Foi feito um estudo mais detalthado da influéncia dos fatores de seguranca
para o caso da mistura 1:3 de modo que fossem obtidas as melhores condi¢bes de
operacdo do LMS. Para este caso, foram escolhidos arbitrariamente, dentro da
regido de seguranga, cinco diferentes conjuntos de B; e poOde-se avaliar os
resultados com relagdo & pureza, concentragdes e consumo do solvente no extrato e
no refinado. A vazdes de alimentacdo, de dessorvente, do extrato e do refinado
obtidas para cada conjunto de §; sdo mostradas na tabela 5.1.a . Na tabela 5.1.b sdo
mostradas as concentra¢des obtidas durante a simula¢io para a B-Lg no extrato e
para a A-la no refinado e também a pureza do extrato e do refinado e o consumo
do solvente para cada conjunto de f;. Podemos observar que para maximizarmos a
vazdo de alimentacio os valores de P2 e 3 devem ser os menores possiveis e para
minimizarmos o consumo de dessorvente os valores de B; e By devem ser os
menores possiveis. Ainda, diminuindo Bs hd um aumento na vazdo de extrato e
pode-se obter um extrato menos concentrado com um aumento no consumo do
solvente. Quando B2 é diminuido, aumenta-se a vazédo de refinado e pode-se obter
um refinado menos concentrado e ha um aumento no consumo do solvente. Nas

tabelas 6.1.a e b podemos verificar tais observagdes a partir dos resultados obtidos.
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Tabela 6.1.a: Influéncia de Bsna vazio, concentra¢do da B-Lg e consumo do

solvente no extrato.

Bz Qe(mL/min) Cpigr(mg/mL) CSE (mL/mg)

1,25 3,060 1,59 1,13
115 3,193 1,48 1,18
1,10 3,260 1,26 1,31

Tabela 6.1.b: Influéncia de P2na vazdo, concentracdo da A-La e consumo do

solvente no refinado.

B2 Qr(mL/min) Caiar{mg/mL) CSR (mL/mg)

1,25 3,332 0,95 2,02
LIS 2,645 0,91 2,09
1,10 2823 0,85 2,20

Devido a interdependéncia entre as vazdes nas zonas do LMS, torna-se
necessario estabelecer um compromisso entre vazdes de entra‘da e saidas do LMS
com as purezas e concentracdes das correntes do extrato e do refinado. A tabela 6.2
ajudaréd na otimizacd0 de uma determinada operagio do LMS, baseando-se no
conjunto de equacdes (Eqgs. 3.30.a, b, c e d) que fornecem as vazdes de alimentacao,

extrato, refinado e dessorvente em funcéo dos fatores de segurancga ;.

Tabela 6.2: Mudancas nos fatores §; causados por um aumento em cada uma

das quatro vazdes do LMS; ( = diminui, T = aumenta).

Vazdo B B2 Bs Ba
Alimentacio 4 3
Extrato v T
Refinado T S

Dessorvente T T
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Podemos observar nas Figs. 5.8.d, 5.9.d e 5.10.d que o componente critico,
no que se refere ao consumo de solvente, é a B-Lg que apresentou uma maior
variacdo com o tempo de troca. Ja para o consumo do solvente no refinado, este
apresentou menores variacbes na faixa de tempo de troca estudada quando
comparado com o consumo de solvente no extrato. Os valores de (=105
forneceram as melhores condi¢bes para a operagio do LMS pois foram obtidos
extrato e refinado com baixas diluicBes e vazdes mais altas nessas correntes bem

como na corrente de alimentac@o (o que implica em maior produgéo).

As Figs.5.8.a, 5.9.a e 5.10.a mostram os perfis dindmicos do extrato (B-Lg) e
do refinado (A-La) para os trés primeiros conjuntos de f§jno tempo de troca igual a
7,50 minutos. Nota-se que o tempo para se atingir o estado estacionario (no caso
LMS, o estado estaciondrio é ciclico) nas correntes do extrato e do refinado
depende da combinacdo de vazdes utilizadas, sendo que a corrente do extrato, que
contém o componente que foi mais fortemente adsorvido (B-Lg), podera levar mais
tempo para se chegar ao estado estaciondrio, demorando cerca de 8 horas numa
operacdo real quando p1=B2=Ps=P4=1,05. Ja a corrente do refinado atingiu o estado

estacionério com cerca de 2 horas de operagdo para essa combinagdo de vazdes.

As Figs.5.8.b, 5.9.b e 5.10.b mostram os perfis de concentragdes internos da
A-La e da B-Lg nas diferentes zonas do LMS apés atingido o estado estacionario.
Foram mostrados apenas os perfis internos para os trés primeiros conjuntos de f;
no tempo de troca igual a 7,50 minutos. Pode-se observar como estes perfis sdo
afetados pelas vazdes nas diferentes zonas. Nota-se, a partir da alimentacgéo, que a
A-La, por adsorver mais fracamente que a B-Lg, tende a se distribuir entre as zonas
I e II, enquanto que a B-Lg se distribui principalmente entre as zonas Il e IV. A
aparente oscilagdo para o perfis da B-Lg na zona IIl se deve ao proprio fenémeno

da adsorgdo combinados com o tipico modo ciclico de operacéo do LMS.

As Figs.5.8.c, 5.9.c, 5.10.c, 5.11 e 5.12 mostram, para 0s cinco conjuntos de fj,

como a pureza e as concentragbes do extrato e do refinado séo afetadas pelo tempo
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de troca. E notavel, para uma dada combinagdo de vazdes, como o tempo de troca
afeta as concentracbes e, conseqiientemente, o grau de pureza das correntes do
extrato e do refinado. Isto é causado pela mudanca na vazdo aparente do

adsorvente, o qual é dependente do tempo de troca.

As simulac¢bes do LMS efetuadas aplicando os pardmetros de equilibrio
obtidos com as proteinas puras e cujos resultados sdo mostrados nas Figs. 5.13.a, b
e ¢ sdo apenas de caréter ilustrativo, pois numa operacéo real elas estardo presentes
numa mistura e como vimos, com parametros de equilibrio diferentes. Um outro
caso para ser verificado experimentalmente é quando se considera que a taxa de
adsorcdo é representada por forca motriz linear (FML). Os resultados da simulacdo
do LMS considerando este caso, bastante utilizado na literatura e que néo
considera a dispersdo axial, sdo mostrados nas Figs. 5.15.a, b e ¢. Os resultados sdo
para a mistura bindria 1:1. Neste caso, a separagdo é mais dificil que no caso da
mistura 1:3 visto que o fator de separacdo é menor. As vazdes utilizadas néo foram
otimizadas, no entanto, as mesmas consideracbes com respeito a obtengido das
vazdes de operagdo do caso da mistura binaria 1:3 podem ser aplicadas neste caso.
Para aplicar a rotina do LMS-FML foi necessario conhecer o parametro de
transferéncia de massa ksay para cada proteina (coeficiente global de transferéncia
de massa). Isto foi conseguido aplicando o modelo para uma coluna ajustando a
posicdo das curvas de breakthrough obtidas pelo modelo com as curvas de
breakthrough experimentais, conforme procedimento de Maki e colaboradores
(1987). Os valores de keay para a A-La e para a B-Lg que melhor representaram os
pontos experimentais foram entdo aplicados na rotina do LMS. Este procedimento
ndo foi feito para a mistura 1:3 devido a limitagdo na quantidade de proteinas

disponivel.

Os parametros de equilibrio para a mistura binaria 1:1 também foram
aplicados no modelo de equilibrio dispersivo linear. Os resultados podem ser
vistos nas Figs. 5.16.a,b e c. As concentracGes obtidas no extrato e no refinado,

utilizando a mesma combinacio de vazdes do caso LMS-FML mostram uma
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grande diferenca entre os valores obtidos nos dois casos. Essa diferenca pode ser
visualizada comparando as Figs. 5.15.a e 5.16.a que mostram os perfis dindmicos
do extrato e do refinado para um tempo de troca igual a 9,00 minutos. Se
observarmos as curvas de breakthrough para a mistura 1:1, notaremos que a escolha
dos parametros de transferéncia de massa ke, para ambas as proteinas permitiram
um ajuste melhor com as curvas de breakthrough experimentais quando comparado
com a curva obtida pelo modelo que considera equilibrio dispersivo linear. A
diferenca nos tempos de bregkthrough em ambos os modelos, embora pequena,
pode ter sido significativa na operagdo do LMS. Assim, é importante que as curvas
de breakthrough sejam obtidas com bastante precisdo, sugerindo-se experimentos no

minimo em duplicata.

Um outro caso ilustrativo é o modelo que considera adsorcio competitiva.
As isotermas competitivas, mostradas na Fig. 5.17, foram supostas com base nos
pontos experimentais apenas com o intuito de se testar a rotina do LMS
competitivo. Quando os pardmetros dessas isotermas sdo aplicados no modelo da
coluna, as curvas de breakthrough obtidas através do modelo n&o representam as
curvas de breakthrough obtidas experimentalmente para esta mistura 1:1 (pode se
comparar as curvas de breakthrough da Fig.5.3.a com os pontos das curvas de
breakthrough experimentais (Fig.4.9) embora estas tenham sido obtidas com uma
coluna com 9,4 cm x 1,6 cm e aquelas do modelo foram obtidas para uma coluna 10
cm x 1,6 cm. Os tempos de breakthrough considerando as supostas isotermas
competitivas sdo quase que duas vézes maiores que os obtidos experimentalmente.
Assim, os resultados do LMS competitivo sdo apenas ilustrativos e s@o vistos nas Figs.
5.18.a,b,c e d. A Fig.5.18.a mostra o perfil dindmico para o tempo de troca igual a
17,50 minutos, as Figs.5.18.b e ¢ mostram os perfis internos nos tempos de troca
iguais a 17,50 minutos e 16,50 minutos respectivamente. Observa-se na Fig.5.18.d
que a partir do tempo de troca igual a 16,50 minutos é possivel a separacdo com
um grau de pureza acima de 99% para o refinado. O extrato sai com pureza de
100% em todos os tempos de troca utilizados, no entanto, a concentracao da B-Lg

no extrato cai rapidamente para os tempo de troca entre 16,00 e 18,00 minutos. A
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partir do tempo de troca igual a 17,00 minutos, o consumo de solvente pelo extrato
aumenta rapidamente, conforme pode ser visto na Fig. 5.19. Para o tempo de troca
igual a 16,50 minutos, o consumo do solvente pelo extrato foi igual a 3,81 mL/mg,
ja para o tempo de troca igual a 17,50 minutos, o consumo do solvente pelo extrato
foi igual a 10,23 mL/mg. Para este caso, a operacgdo com tempo de troca igual a

16,50 minutos € a mais indicada se a rotina se aplicasse.
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Capitulo Sete

CONCLUSAO

E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

7.1- CONCLUSOES

A rotina computacional desenvolvida para o sistema leito mével simulado
com oito colunas e duas colunas por zona permitiu a obtencdo dos perfis
dindmicos de concentragdes no extrato e no refinado e os perfis internos nas
diferentes zonas do LMS para as proteinas a-lactalbumina e B-lactoglobulina. Os
resultados das simulagBes do LMS mostram que é possivel separar e purificar as
proteinas a-lactalbumina e p-lactoglobulina quando estio presentes numa mistura
bindria utilizando pH 6,5 em tampé&o Bis-Tris-HCl na presenca de concentragdes de
NaCl em torno de 200 a 250 mM utilizando resinas de troca anidnica Accell Plus
QMA. Os resultados mostram que é possivel obter extrato (B-Lg) e refinado {A-La)
com pureza superiores a 99% no estado estacionério. As isotermas de adsorcdo a
25 oC forneceram os pardmetros de equilibrio que foram aplicados nos modelos. O
uso de 200 mM e 250 mM de NaCl permitiu que os pardmetros da adsorcdo se
situassem numa faixa propicia a aplicagdo no LMS e ainda as isotermas mostraram
uma relagdo linear entre a concentracio média na fase sélida em equilibrio com a
concentracdo no liquido numa ampla faixa. O modelo que considera equilibrio
dispersivo linear aplicado para uma coluna, permitiu um bom ajuste com as curvas
de breakthrough experimentais para a A-La e B-Lg presentes numa mistura bindria
1:1. Ainda, com as curvas de breakthrough experimentais, podemos obter os
parametros globais de transferéncia de massa (kmay) para ambas proteinas
aplicando o modelo da coluna que considera forca motriz linear, sendo possivel

utiliza-los na correspondente rotina do LMS.
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Foi possivel escolher com seguranca as vazdes de operacido do LMS através
da aplicagdo dos fatores de seguranca para cada zona. Além disso, a andlise desses
fatores permite otimizar uma operacio, fazendo com que a vazdo de alimentagdo
seja maximizada para maximizar a taxa de produgdo e minimizar a entrada de
dessorvente de modo que as correntes do extrato e do refinado saiam com baixa
diluicdo em relacdo a concentracdo da alimentagdo. Podemos afirmar, para uma
dada combinagio de vazdes, que o tempo de troca que fornece a melhor separacao
entre a A-La e a B-Lg ndo coincide necessariamente com o tempo de troca que

fornece a concentracdo mais elevada nas correntes do extrato e, ou do refinado.

7.2-SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

As simula¢bes do LMS indicaram que é possivel separar as proteinas o-
lactalbumina e B-lactoglobulina com alto grau de pureza utilizando como
adsorvente a resina de troca ani6nica Accell-Plus QMA. Sugere-se a montagem e
operacio de um sistema LMS com a mesma configuragio utilizada nas simulacdes
(oito colunas com duas colunas por zona) e assim, obter resultados experimentais
para as misturas binarias 1:3 e 1:1 nas mesmas condi¢des de pH, concentracdo de
sal, temperatura e combinac¢do de vazdes utilizadas nas simulag¢Ges para que tais
resultados (experimentais e simulados) possam ser comparados. Tal procedimento
permitird verificar a validade ou os desvios dos modelos aplicados no sistema LMS

virtual.

Sugere-se também testar outras configuracdes do LMS e também verificar

a recuperagao dos produtos.

Sugere-se fazer curvas de breakthrough para a mistura 1:3 com 200 mM de

sal em pH 6,5 e assim testar o modelo da coluna nesta condigéo.

Sugere-se experimentos utilizando o préprio soro do leite (filtrado e

desengordurado) para verificar o comportamento do LMS quando uma mistura de
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composicio mais complexa & utilizada na alimentacdo e assim, aprofundar os
estudos neste campo. Para tal, sugere-se que o soro do leite seja aplicado
previamente numa coluna de troca de dnions em pH 6,5 até a saturacio da coluna e
em seguida promoveria a eluicido das proteinas que ficaram adsorvidas obtendo-se

fractes que seriam utilizadas no LMS.

Sugere-se também um estudo para avaliar a separacdo da B-Lg Ae B em
LMS.
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Apéndice

Para o LMS devemos ter Q, + Q. = Qg + Qg e, ainda, para ter sentido
fisico, todas as vazdes devem ser positivas. Este fato faz com que os termos entre

parénteses nas Eqs.(3.30), sejam positivos e como a=Kz/K; devemos ter as

seguintes condigles:
B.B; <« (Ala)

Bs

<a (A1b)
B,
B, <a (Alc)
B
1
<o (Ald)

B:Bs

Aplicando a definigdo de B; e respectivas condi¢bes nas quatro zonas do

LMS, as seguintes condi¢Ges devem ser satisfeitas:

B4>i, B, >1 (A2a)
a
B; >, By<a (A2b)
B, <a, B,>1 (A2¢)
1
B,>L B,>— (A2d)
o
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Assim, By e B3 devem estar entre 1 e a e By e By devem ser maiores que 1

para que a Eq.(1d) seja satisfeita. Assim, os dois conjuntos de condi¢des podem ser

simplificados e combinados para:

B;>1, Vj {(A3a)

g—i <o (A3b)
4

B.B; < (A3c)

22 ca (A3d)

Como B2 e B3 sdo sempre menores que a, as Eqs.(A3b) e (A3d) sdo sempre
verificadas devido a Eq.(A3a). Sendo assim, o conjunto de equacgdes é reduzido

para:
B;>1 V] (Ada)

B2[33 < (A4b)

As Egs.(Ada) e (A4b) mostram as condicSes dos possiveis valores dos

fatores de seguranca } para que o LMS opere de forma estavel.
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