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RESUMO

Modelos fenomenoldgicos sdo ferramentas valiosas para a simulagdo de colunas
cromatograficas, mas sua aplicagdo é dificultada pela complexidade teérica e pela
obtencdo dos parametros. Geralmente, condi¢cGes como escolha de resinas, fase mdvel e
modificadores sdo definidas por protocolos de triagem, cujos dados raramente Sao
utilizados para estimar os parametros dos modelos de coluna. Neste trabalho, propde-se
um procedimento de estimagdo conjunta para obter os parametros de modelagem de
colunas operando com eluicdo gradiente, integrando dados de triagem em microplacas
com um Unico experimento em coluna. Inicialmente, os parametros da isoterma de
equilibrio sdo estimados a partir dos dados de triagem e, posteriormente, refinados com
informagdes do cromatograma da coluna, permitindo também a estimac&o dos parametros
de transporte de massa. O método foi testado em cromatografia de fase reversa, utilizando
um surfactante ndo iénico e silica funcionalizada. Enquanto os parametros de equilibrio
obtidos somente a partir dos dados de microplacas apresentaram um desvio de 8,9% em
relagdo ao volume de retencédo experimental, a abordagem conjunta, que incorpora a curva
L, reduziu esse desvio para apenas 0,8%. Esses resultados demonstram que a integracdo
dos dados de triagem com a curva L minimiza o sobreajuste do modelo, mesmo com um
unico ensaio de coluna, contribuindo para acelerar o desenvolvimento do processo e

reduzir o consumo de insumos.



ABSTRACT

Phenomenological models are valuable tools for developing chromatography
methods. However, its applicability is impaired by the theorical complexity and
accessibility to model parameters. Despite materials are usually select by screening
protocols, data obtained during this phase are not used further in the development of the
purification process. Here, a joint estimation procedure that integrates data from
microplate screening with a single column experiment was proposed to estimate
equilibrium and dispersion parameters for modeling gradient elution. Initial estimates of
equilibrium isotherm parameters were derived from the screening data, which were then
refined by incorporating column chromatogram data to estimate mass transport
parameters and enhance isotherm predictions. The proposed method was validated with
a reverse phase chromatography using a non-ionic surfactant and functionalized silica.
The equilibrium parameters estimated with microplate data predicted a retention volume
8.9% far from experimental results, while the joint estimation prediction was 0.8% in the
best-case scenario. In this case, results show that the use of screening data combined with
an L-curve method effectively mitigated model overfitting, even when relying on a single
gradient elution column assay. The presented protocol should speed up the process

development and reduce the consumption of inputs with column experiments.
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INTRODUCAO E MOTIVACAO

1.  INTRODUCAO E MOTIVACAO

A cromatografia € amplamente utilizada nos setores farmacéutico, alimenticios e
de quimica fina, frequentemente representando a etapa operacional mais critica (GRITTI,
2021; RISCHAWY et al., 2019). A concorréncia no setor pressiona as empresas a
desenvolver bioprodutos o mais rapido possivel, mantendo os mais altos padrGes de
qualidade (HUUK et al., 2016; RISCHAWY et al., 2019).

O desenvolvimento de separacGes cromatograficas é geralmente considerado um
desafio devido a ampla gama de resinas, tipos de elui¢cdo e modificadores de fase (tais
como sais, solventes organicos, ...), bem como suas concentra¢des. Todos esses fatores
precisam ser cuidadosamente definidos para manter a pureza desejada e a recuperacao da
molécula, sem perder de vista a produtividade. E importante notar que a configuracio
ideal é extremamente sensivel a interagdo entre a molécula e o ligante (GONZALEZ-
GONZALEZ; RITO-PALOMARES, 2022; LIETTA et al., 2022), portanto, alcanca-la é
um processo que exige tempo e depende da coleta de uma vasta quantidade de dados
experimentais. A fim de reduzir o tempo necessario para encontrar configuracoes
recomendaveis, a miniaturizacdo e os métodos de triagem de alto desempenho podem ser
aplicados (HUBBUCH, 2012; HUUK et al., 2016; L ACKI, 2012).

A eluicdo por gradiente é comumente recomendada para preservar uma alta
resolucdo, ao mesmo tempo em que mantém um tempo viavel de eluicdo. Isso contribui
para a reducdo do uso de solventes (BLUMBERG, 2014a; DE LUCA et al., 2020;
POOLE; ATAPATTU, 2020) e para separacOes mais eficientes (BLUMBERG, 2014b).

A capacidade de prever o tempo de retencdo de uma molécula dentro da coluna €
essencial para o desenvolvimento de processos cromatograficos (ASBERG et al., 2013;
GRITTI, 2021; GUIOCHON et al., 2006). No contexto da eluicdo por gradiente, a
retencdo da molécula é altamente sensivel a concentracdo do modificador da fase movel
(ASBERG et al., 2013; GRITTI, 2021; GUIOCHON et al., 2006; JANDERA;
KUCEROVA; URBAN, 2011). Assim, torna-se imprescindivel a elaboracdo de um
modelo que represente de maneira eficaz a forma como o modificador impacta o tempo
de retengdo. Isso, por sua vez, acarreta um aumento na complexidade do modelo do

processo, especialmente no que se refere a quantidade de parametros envolvidos.

Apbs a selecdo de combinacdo(6es) adequada(s) de resina e modificadores de fase,

a definicdo de varidveis de processo se faz necessaria. Neste estagio, duas estratégias
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podem ser adotadas. A primeira, de natureza empirica, utiliza o planejamento fatorial e
andlise de superficies de resposta, enquanto a segunda, de carater fenomenoldgico,
recorre @ modelagem mecanistica (RISCHAWY et al., 2019; STABY; RATHORE;
AHUJA, 2017).

A abordagem empirica, apesar de eficaz, exige muito tempo e uma grande
quantidade de insumos. Essa abordagem, além de ndo auxiliar na compreensao mais
aprofundada do processo, ndo permite extrapolagdes, o que impossibilita adaptacdes ou
alteracdes no processo (RISCHAWY et al., 2019; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017).
Por outro lado, a abordagem fenomenologica supera tais limitacdes, uma vez que 0s
pardmetros mecanisticos oferecem informagdes mais robustas sobre o sistema, e a
principio podem ser extrapolados, permitindo a adaptacdo continua do processo. Esta
ultima estratégia vem ganhando cada vez mais destaque no setor, especialmente no que
diz respeito ao consumo de tempo e material durante as defini¢cbes do processo (HAHN
etal., 2016).

Os modelos fenomenoldgicos séo frequentemente propostos como alternativa para
desenvolvimento, otimizacéo e controle de processos cromatograficos (ASBERG et al.,
2013; BRHANE; QAMAR; SEIDEL-MORGENSTERN, 2019; FORSSEN; ARNELL;
FORNSTEDT, 2006; GUIOCHON et al., 2006; HAHN et al., 2016; HORSHOLT et al.,
2019; HORSHOLT et al., 2019; LIETTA et al., 2022; ROCH et al., 2019; WANG, Gang;
HAHN; HUBBUCH, 2016). Embora esses modelos oferecam diversas vantagens, a
necessidade de se obter uma inferéncia precisa dos parametros de adsorcdo e transporte
de massa através da aplicacdo de modelos fenomenoldgicos representa um desafio
consideravel (GUIOCHON et al., 2006; LIETTA et al., 2022). Superar a incerteza
substancial associada aos parametros € uma tarefa complexa, o que pode comprometer a
confiabilidade do modelo em situacGes de extrapolagéo. Vale ressaltar que a incerteza dos
parametros € influenciada por diversos fatores, tais como a complexidade do modelo
selecionado, as condi¢des experimentais e do método utilizado para a estimativa dos
parametros (LOPEZ C. et al., 2015; RISCHAWY et al., 2019).

A aplicagdo de modelos fenomenologicos facilita o desenvolvimento de processos
de purificacdo de moléculas em misturas altamente complexas, com pouco ou nenhum
conhecimento prévio da composicdo (BENEDINI et al., 2020; HAHN et al., 2016).
Embora este método seja mais eficiente em termos de tempo e material, ele esta sujeito a
uma alta correlacdo paramétrica (OSBERGHAUS et al., 2012a; RISCHAWY et al.,

Pagina |18



INTRODUCAO E MOTIVACAO

2019), o que aumenta a incerteza dos parametros e compromete a confiabilidade do

modelo em extrapolaces.

Em geral, a determinacdo dos pardmetros da isoterma de adsorcao é realizada por
meio de ensaios em coluna ou em batelada. A estratégia mais comum envolve o
desenvolvimento de um processo em coluna, onde as curvas experimentais de ruptura séo
obtidas através da cromatografia de anélise frontal (ASBERG et al., 2013; BERNAU et
al., 2022; DE LUCA et al., 2020; HAGHPANAMH et al., 2011; LIETTA et al., 2022).
Essa estratégia € amplamente adotada por especificar 0 nimero minimo de testes de
coluna necessarios para estimar as isotermas durante o desenvolvimento de processos
cromatograficos. No entanto, essa abordagem consome muito tempo e uma grande
quantidade de insumos (BERNAU et al.,, 2022; LIETTA et al.,, 2022; POOLE;
ATAPATTU, 2020; RAJENDRAN et al., 2020). Uma alternativa é o chamado método
inverso, em que os parametros sdo estimados a partir do cromatograma experimental
utilizando um modelo fenomenolégico (OSBERGHAUS et al., 2012a). Esse método
permite o desenvolvimento de processos de purificagdo de moléculas em misturas muito
complexas com o minimo de conhecimento a priori da composicdo (BENEDINI et al.,
2020; HAHN et al., 2016). Embora este método seja mais eficiente em termos de tempo
e custos, ele esta sujeito a alta correlacdo paramétrica (OSBERGHAUS et al., 2012a;
RISCHAWY et al., 2019), o que aumenta as incertezas dos parametros e compromete a
confiabilidade do modelo em extrapolacbes, como por exemplo, ao aplicar uma

otimizacdo baseada em modelo para a eluicdo por gradiente.

Por outro lado, os experimentos em batelada estdo se tornando cada vez mais
difundidos, especialmente com as novas tecnologias de alto rendimento, High-
throughput (ALTERN et al., 2023; FIELD; KONSTANTINIDIS; VELAYUDHAN,
2017; LIETTA et al., 2022; SHEKHAWAT et al., 2023). O uso de microplacas para a
realizacdo de varios experimentos simultdneos em batelada permite a aquisicdo de uma
grande quantidade de dados para estimar os parametros da isoterma de equilibrio
(BARKER et al., 2015; HUUK et al., 2016; LIETTA et al., 2022). Na maioria dos casos,
sdo considerados mais trabalhosos e fornecem menos informagdes do que os testes de
coluna, entretanto, a grande quantidade de dados gerados (espago amostral) e a redugéo

no consumo de reagentes sao fatores muito atraentes deste método (LIETTA et al., 2022).

Os experimentos em microplacas séo valiosos para gerar uma grande quantidade de

dados com custos reduzidos. Esses dados geralmente apresentam grandes incertezas
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(ruido), o que dificulta seu uso como informacéo quantitativa. Além de ndo serem capazes
fornecer informagdes sobre os efeitos difusivos na coluna, que estdo relacionadas
principalmente a disperséo do pico em um cromatograma e devem ser estimadas a partir

de ensaios de coluna.

Contudo, neste trabalho, um método para aplicar os dados de triagem de resinas foi
proposto. Assim, os parametros para modelagem da operagédo por eluigdo gradiente em
coluna foram obtidos utilizando os dados de placa e um Unico cromatograma. A ideia foi
aproveitar os dados que ja poderiam ser utilizados na prépria triagem, ou seja,
normalmente obtidos no desenvolvimento de processos de separacdo. Deste modo, foi
possivel obter resultados de ajuste paramétrico mesmo com o0s dados ruidosos
caracteristicos da triagem com as placas e evitando o sobreajuste do método inverso.

Uma ferramenta computacional, implementada em Python foi criada para auxiliar
no desenvolvimento de processos cromatograficos. O protocolo proposto é justificado
usando o surfactante 4-Nonilfenol dietoxilado (NP-40) como molécula modelo. Os dados
foram gerados durante o projeto PIPE Fapesp 2018/08369-7, finalizado em 2021.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Bioprodutos

Bioprodutos abrangem uma diversa classe de bens que vdo desde pequenas
biomoléculas (antibidticos, aclcares e aminoacido) até proteinas, horménios ou mesmo
organelas (HARRISON et al., 2015). Tais produtos tem sido um importante fator de
crescimento para a inddstria, alem de contribuirem com o aumento da qualidade e
expectativa de vida da populacio (GONZALEZ-GONZALEZ; RITO-PALOMARES,
2022).

No periodo de 2018-2022, 244 novos produtos farmacéuticos foram aprovados nos
EUA, sendo 70 (29%) deles bioprodutos. Em comparagdo com o periodo de 2010-2014,
a quantidade de biofarmacos permitidos para comercializacdo triplicou (WALSH,;
WALSH, 2022). Ja no Brasil, a categorias de medicamentos bioldgicos representava 23%
do faturamento total da indUstria farmacéutica em 2018 (VIEIRA; SANTOS, 2020).

Na producdo dos bioprodutos, o avancgo de técnicas de anélise e controle das etapas
de preparo do indculo e cultivo celular (bioprocess upstream) possibilitaram aumentar a
escala de pequenas quantidades de produtos para numeros significativamente maiores
(HOUDE; BERKOWITZ, 2019; LACKI, 2014). Em geral, em processos upstream, o
meio que contém o bioproduto de interesse € complexo, com diversas substancias sem
interesse comercial, consideradas contaminantes. Isso ocorre, principalmente quando
uma biomolécula é produzida por rotas fermentativas. Quando necessario, 0 rompimento
celular para liberacdo da biomolécula de interesse torna 0 meio ainda mais complexo e a
separacdo dificil (HOUDE; BERKOWITZ, 2019; LACKI, 2014).

Com diversos contaminantes gerados pela etapa upstream (HOUDE;
BERKOWITZ, 2019; LACKI, 2014), a etapa de separacdo e purificacdo dos produtos
desejados, ou bioprocess downstream, é em si um tema complexo, julgado muitas vezes
como o maior obstaculo para viabilidade econdmica dos bioprocessos em escala
industrial (HARRISON et al., 2015; NFOR et al., 2009).

As exigéncias de pureza para aplicagdes alimenticias e farmacéuticas tendem a
ampliar ainda mais os custos de purificacdo, que pode envolver diversas etapas.
Adicionalmente, sucessivas etapas para purificagdo podem expor o produto a deterioracéo

e perda de atividade. As sucessivas etapas de purificacdo objetivam, ao final, a separacédo

Pagina |21



REVISAO BIBLIOGRAFICA

dos demais componentes e aumento da concentracdo da molécula de interesse ou da
atividade desejada (HARRISON et al., 2015; NFOR et al., 2008).

2.2. Purificacéo de bioprodutos

Processos downstream envolvendo a purificacdo de proteinas podem ser divididos
em varios estagios: recupera¢do primaria, recuperacao intermediaria e processos finais de
purificagdo e formulagdo (HARRISON et al., 2015; NFOR et al., 2008; PETRIDES;
COONEY; EVANSM, 1989). Se o produto é intracelular, o processo de separacdo se
inicia com o rompimento celular. Também na etapa de recuperacdo primaria a
biomolécula alvo passa por processos de clarificagdo, em que sdo removidos sélidos
insollveis. Na etapa de recuperacdo intermedidria estdo incluidos processos de
concentracdo e separacdo. Se o produto é sollvel, geralmente inicia-se a recuperacéo
intermediaria com processos de concentracdo. A concentracdo da molécula alvo pode
ocorrer por diversas metodologias, tais como, a evaporagdo e a precipitacdo por adicdo
de sais (salting out) (HARRISON et al., 2015; NFOR et al., 2008).

Processos finais de purificacdo e polimento dependem dos requerimentos de
mercado. No caso de produtos de alta necessidade de pureza, 0S processos
cromatograficos sdo predominantes, devido a alta capacidade de separacdo. Porém,
usualmente sdo aplicados varios processos cromatograficos em sequéncia, ampliando a
pureza de modo sequencial, iniciando com cromatografias de menor capacidade de
retencdo (capacidade de ligacdo molécula-adsorvato) e migrando para técnicas mais
seletivas a medida que a pureza é maior. Ja na formulacéo, o objetivo principal é obter o
produto na forma desejada para distribuicdo (HARRISON et al., 2015; NFOR et al.,
2008).

Algumas caracteristicas dificultam a purificacdo dos bioprodutos, entre elas séo
comuns: a baixa concentracao do produto alvo, a alta complexidade da mistura. Além da
complexidade do meio, varios compostos possuem propriedades semelhantes as do
produto de interesse, o que também implica em dificuldades de separacdo (HARRISON
et al., 2015; NFOR et al., 2008).

Entre as dificuldades na definicdo dos processos de biosseparagdo, é importante
destacar a possibilidade de combinacao de diversas técnicas, que amplia a complexidade

da sintese de processo. Além disso, em muitos casos, hd uma caracterizagdo incompleta
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da mistura bruta que contém o produto alvo e falta de estudos em relacédo as propriedades
fisico-quimicas do meio. Também se destaca a sensibilidade dos compostos, que pode
inviabilizar a aplicacdo de técnicas classicas de separagdo, como a destilacdo, devido a
sensibilidade térmica. Bioprodutos também costumam apresentar sensibilidade ao pH e a
substancias quimicas, como surfactantes e solventes organicos. De modo geral, durante a
sintese de um processo de purificacdo para biomolécula, deve ser dada atencdo aos
contaminantes criticos, distinguindo os que devem ser removidos dos tolerados
(HARRISON et al., 2015; NFOR et al., 2008).

2.3. Processos cromatogréaficos para purificacdo de proteinas

A cromatografia € um método de separacdo dos componentes de uma mistura,
através da interacdo dos componentes em duas fases denominadas de fase movel e
estacionaria. Os componentes quimicos com maior afinidade pela fase estacionaria se
move atraves dela a uma velocidade menor (GUIOCHON et al., 2006; JANSON, 2011).

Os modos mais comuns de um processo cromatografico sdo em uma coluna de
particulas depostas em leito fixo ou em uma superficie planar (MEYER, 2010). A Figura

1 apresenta um esquema dos dois modos de operacao.

Figura 1 - Modos de operacao cromatogréafica. (a) Superficie planar: 1-camara, 2- fase estacionaria, 3-
frente do solvente, 4 - fase mével. (b) Em coluna: a fase mével, onde também ocorre a injegdo (1), fase
estacionaria (2), componente 1 (3) e componente 2 (4).
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Cromatografia de superficie planar Cromatografia em coluna

Na cromatografia de camada delgada (Figura 1a), também conhecida como Thin
Layer Chromatography (TLC), os componentes sdo retidos na camada delgada

percorrendo distintos comprimentos enquanto eluidos pela passagem da fase mével (4-
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Figura 1a). Ja na cromatografia em coluna, a passagem da fase movel pelo leito ocorre de
forma continua até que os compostos sejam eluidos na fase movel, como nos exemplos 3
e 4 da Figura 1b.

Para analise quimica (aplicagcdes da quimica analitica) e preparativa (purificacao),
a configuracdo mais comum € a cromatografia em coluna, na qual a fase estacionaria é
compactada ou moldada, e onde a fase mével (eluente) é bombeada pelo leito solido
(PRIMDAHL et al., 2022). Além disso, também sdo comuns aplicagdes em fase sélida
na forma de monolitos. Na cromatografia liquida, o estado fisico da fase movel é liquido
e a da fase estacionaria sélido (JANSON, 2011).

2.3.1. Selecao da fase movel

O componente de interesse ou as impurezas, geralmente, precisam interagir com
uma fase estacionaria para aumentar a eficiéncia da purificacdo (MEYER, 2010). As
condicBes cromatogréaficas de adsorcdo podem ser diversas, variando, por exemplo, em
forca ibnica, pH e aditivos, tais como, detergentes, sais, agentes redutores e metais
(JANSON, 2011). Essas variagdes sao facilmente obtidas alterando a composicéo da fase
moével, como por exemplo, adicionando uma concentracdo de solvente organico na
solucdo tampdo. A selecdo da fase mével geralmente segue alguns critérios (MEYER,
2010), tais como:

o baixa viscosidade, originando uma transferéncia de massa mais rapida e menor
perda de carga;

o liquidos translucidos, caso o meio de deteccdo for UV-vis, pois alguns solventes
ndo sdo adequados do ponto de vista dptico;

o a pureza do solvente deve ser conhecida, impurezas podem afetar a separacao ou a
deteccao;

o inerte, uma vez que a fase movel ndo deve reagir com a amostra.

o toxidade, dado para cada finalidade a fase mével ndo pode ser toxica para sua

amostra, comercializacdo, ou até mesmo no quesito seguranca de trabalho.

Em determinadas situagcbes, manter a composi¢cdo da fase movel constante
(conhecida como eluicdo isocratica) ndo resulta em uma separacdo adequada. Nesses

casos, torna-se necessario mudar para um tipo de eluicdo que modifica a composicéo da
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fase mdvel durante o processo de separagdo. Essa operacdo é conhecida como elui¢do em
gradiente (HARRISON et al., 2015; SNYDER; DOLAN, 2007).

2.3.1.1. Eluicdo isocratica, por gradiente em degrau e linear

A eluigdo isocratica é amplamente aplicada na cromatografia, em especial, nos
casos em que as propriedades de interacdo entre a molécula, a fase movel e a fase
estacionaria sdo bem conhecidas (JANSON, 2011). Nesta eluicdo, os componentes se
movem simultaneamente e moléculas que possuem maior interacdo com a fase
estaciondria tendem a permanecer mais tempo na coluna. Esse intervalo de tempo
costuma ser contado desde a injecdo até a deteccdo e maior retencdo tende a alargar os
picos, 0 que pode dificultar a separacdo destes componentes (GUIOCHON et al., 2006;
JANSON, 2011).

Para facilitar a introducdo ao tema, considera-se a condi¢fes analiticas, em que o
tempo de retencéo estéa associado diretamente com a constante de equilibrio (constante de
proporcionalidade da lei de Henry). Misturas com componentes de diferentes volumes de
retencdo, ou seja, com uma ampla faixa de valores de constantes de equilibrio, tem uma
separacdo facilitada na cromatografia (POOLE; ATAPATTU, 2020). No exemplo da
Figura 2, a eluicdo isocratica permite uma separacdo facilitada, pico de C1 distante de C2.

Figura 2 — Representagao hipotética dos efeitos das elui¢do isocratica e por gradiente em degrau nos
picos cromatogréficos. As letras A e B correspondem a solucéo tamponante e um solvente,
respectivamente. C1 e C2 sdo as siglas dos dois componentes.
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Naturalmente, as condicdes de equilibrio séo distintas, a depender da interacao dos
componentes no sistema. Assim, o tempo de eluicdo pode se tornar elevado, o que
também implica em aumento dos gastos com solventes (BLUMBERG, 2014a; DE LUCA
etal., 2020; POOLE; ATAPATTU, 2020). Outro fator que muitas vezes dificulta
aplicacdes analiticas € a baixa resolucdo (pico disperso — C2 da eluicdo isocratica - da
Figura 2) (JANSON, 2011).

Para melhorar a resolucéo analitica e reduzir custos, outras formas de elui¢do séo
empregadas, num esquema de eluicéo gradiente, onde ha varia¢des na fase mével durante
0 processo cromatografico. A eluicdo por gradientes, em forma de degrau, é uma
aplicacdo de mais de uma eluicGes isocraticas. Na Figura 2, a fracdo do solvente B na fase
moével sdo presenciadas em 50% [v/v] e 100% [v/v]. Neste exemplo, a eluicdo por
gradiente inicia com nenhuma fracdo do solvente B, o que atrasa 0 pico do componente
1 (C1). Adicionar 100% de B na fase movel, permite que C2 saia da coluna com um
menor volume de elui¢do, além de afunilar o pico (aumentar a resolucao). Iniciar a eluicdo

com 50% poderia auxiliar na separacéo desses compostos, C1 e C2.

De modo similar ao exemplificado para condi¢Ges analiticas, a cromatografia
preparativa também sofre influéncia das interac6es dos componentes no sistema. Apesar
de muitas vezes ndo ocorrer nesse caso a separacdo completa dos picos, a eluigdo
gradiente também pode ser demandada, em busca de favorecer ao mesmo tempo a

separacao e a produtividade do sistema cromatografico.

A titulo de exemplo, varias concentracdes de sal podem ser utilizadas para eluicdo
em cromatografia de troca ibnica. Assim, em condicGes preparativas (alta massa do
componente chave injetada no sistema), a concentracdo de sal pode ser maior para
favorecer a eluigdo. A eluicdo por gradiente € muito comum para separagdo de misturas
de biomoléculas, em que as propriedades entre as moléculas sdo similares (HARRISON
et al., 2015; JANSON, 2011). No entanto, a eluicdo por gradientes em degrau pode

dificultar a separacdo e o aproveitamento de varios compostos ao mesmo tempo.

Uma forma de contornar € aumentar a quantidade de degrau da elui¢cdo em gradiente
(stepwise elution). Este tipo de eluicdo tem muitas semelhangas com a eluicdo por
gradiente linear (Figura 3). No entanto, a diferenca reside no fato de que a fragdo de B
ndo aumenta de maneira continua, mas sim em incrementos discretos. A eluicdo por
gradiente em degrau pode trazer alguns inconvenientes, tais como picos deformados
(reduzir a resolucdo), ilustrado na Figura 3 (JANSON, 2011).
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Figura 3 - Representacéo hipotética dos efeitos das eluicdo por gradientes em degrau e linear nos picos
cromatograficos. As letras A e B correspondem a solugdo tamponante e um solvente, respectivamente. C1
e C2 s&o as siglas dos dois componentes.
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No exemplo para elui¢do por gradientes em degrau, a fragéo inicial do solvente B é
antecipada ao se comparar com a Figura 2, pois 30% de B é alimentada ja em ~1,5 mL,
enguanto o mesmo ocorre somente em ~2,5 mL na Figura 2. Neste caso, o pico C1 elui
na interface de duas concentrac@es distintas de solvente (mudanca abrupta de fracdo de
B, 30% para 50%) possui um formato tipico, com uma frente acentuada e uma
extremidade de cauda. O pico C2 também é antecipado devido a soma de todo eluente
que ja passou pela coluna, gerando uma capacidade de resolucdo ndo adequada. Pelo fato
de C2 comecar a eluir antes, existe uma falsa separacdo de um componente em dois picos
(JANSON, 2011). Uma maneira de contornar esse problema seria incrementar o nimero
de degrau até que a variagao na concentracdo do agente eluidor entre cada degrau se torne

minima. Portanto, a cromatografia com elui¢do por gradiente linear ganha destaque.

Outrora, a chamada “forca eluotropica” da fase movel € ampliada continuamente
na eluicdo por gradiente linear, favorecendo a diferenciacdo das interacdes dos
componentes na coluna e mantendo a separacdo, além de melhorar a resolugédo
cromatografica (BLUMBERG, 2014a; JANSON, 2011). Como ilustrado na Figura 3, 0s
efeitos de cauda sdo reduzidos na auséncia de descontinuidades do aumento de fracéo de
B (C1 da eluicdo por gradiente), e os falsos picos ndo sdo observados (C2 da elui¢do por

gradiente linear comparada com a retangular).
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A eluicdo por gradiente linear € amplamente aplicada no desenvolvimento de
métodos cromatograficos (GRITTI, 2021). Sendo fundamental para operagdes
cromatogréaficas preparativas em aplicacdes de bioprodutos, atingindo os setores
farmacéutico, de produtos naturais e alimenticio (GRITTI, 2021). Desta forma, o aumento
progressivo da forca eluotrépica da fase movel modifica as condigdes fisico-quimicas do
meio, de modo que o equilibrio seja deslocado em favor das espécies ndo ligadas. Logo,
as defini¢cdes quanto ao modo de eluicdo e gradiente aplicado sdo fundamentais para o
desenvolvimento de processos cromatograficos (GUIOCHON et al., 2006; HARRISON
et al., 2015; SNYDER; DOLAN, 2007).

2.3.2. Selecao da fase estacionaria

A fase estacionaria sélida costuma ser um adsorvente organico (resina de
polimerizagdo), inorganico (como a silica) ou composito (HARRISON et al., 2015;
MOLLERUP et al., 2007). O material sélido pode realizar a cromatografia por diferentes
interacdes com os componentes quimicos da fase movel. Nos casos mais comuns da
cromatografia liquida estdo a cromatografia hidrofébica, de fase reversa e fase normal,
de troca ibnica e a cromatografia por afinidade (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2004;
HARRISON et al., 2015; HOUDE; BERKOWITZ, 2019). As diferentes interagdes entre
moléculas e fase estacionaria sdo retratadas esquematicamente na Figura 4. Existem
formas de exemplificar a interacdo da fase estacionaria com a mével. Aqui € demonstrado

em 4 etapas:

Equilibrio (E), etapa de preparo da coluna para alcancar as condi¢des ideais de

adsorcéo;

Carregamento ou injecdo da amostra (1), que geralmente ocorre apds o equilibrio e

a injecdo de fase movel;

Eluicdo (E1 e E2), etapas em que se muda a concentracdo de agente eluidor da fase

movel, utilizados em caso de eluicdo por gradiente;

Limpeza (L), que consiste em retirar quaisquer contaminantes que possam
permanecer na coluna e que pode ser realizada antes do equilibrio ou para

armazenar a coluna;

Pressupondo a detecgdo UV-VIS, o valor da absorbéncia (A) estd representado

esquematicamente na Ultima coluna da Figura 4. Comumente, em esquemas de elui¢éo
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cromatografica, uma etapa de lavagem é adicionada antes da elui¢do. Com o objetivo de
remover 0s componentes considerados contaminantes ou que ndo apresentam retencao,
essa etapa esta sendo retratada como a etapa E1.

Figura 4 - Diferentes interagcGes dos componentes quimicos e a fase estacionaria. Equilibrio (E), Injecao
da amostra (1), Eluicdo 1 (E1), Eluicdo 2 (E2) e Limpeza da coluna (L) sdo as etapas cromatograficas.
Formas geométricas irregulares coloridas correspondem as moléculas. A intensidade das cores esta
relacionada com a capacidade de interacdo das moléculas com a fase estacionaria, mais clara menor
capacidade e mais escuras com maior capacidade. Circulos com contorno vermelhos ou verdes sdo
moléculas ou misturas indesejadas no processo.
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Adaptado (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2004; GE HEALTCARE, 2006; GE HEALTHCARE, 2010)

2.3.2.1. cromatografia hidrofébica

Na cromatografia hidrofébica, a separacdo dos componentes ocorre através das
diferencas na hidrofobicidade. Comumente, para separacdo de biomoléculas, o sal é
utilizado como agente que fortalece a capacidade de interacdo da molécula com a matriz
hidrofobica (HARRISON et al., 2015; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017). Neste
contexto, as proteinas interagem com a superficie hidrofobica devido a presenca de sais
na fase fluida, ou seja, a interacdo ocorre pela reducéo de solubilidade do soluto na fase
movel. A cromatografia hidrofobica é sensivel ao pH, ao sal usado, ao tipo de tampao e
a temperatura (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001; GE HEALTCARE, 2006;
HARRISON et al., 2015; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017).

Na primeira linha da Figura 4, cores mais proximas do verde sdo as menos

hidrofobicas e as vermelhas mais hidrofébicas, as amarelas sdo consideradas
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moderadamente hidrofébicas. O sal esta representado por circulos azuis, o que na ultima
coluna esté indicado pela concentragdo do sal (¢). A etapa de equilibrio (E) adequa a
coluna para otimizar a adsor¢do e quando ocorre a injecdo as moléculas que ficam retidas
na fase estacionaria sdo eluidas nas etapas E1 e E2. Quanto menor a quantidade de sal na
etapa de eluicdo (E1 e E2), menor é a forca de interacdo com a fase estacionéria, portanto,
0s componentes mais hidrofébicos tendem a ficar mais tempos retidos. A eluicdo das
moléculas pode ser acompanhada pelos picos da ultima coluna, as cores dos picos estdo
associadas com a cor das moléculas, e as moléculas indesejadas (contaminantes) com cor

preta.

A cromatografia hidrofobica pode ser utilizada em diferentes etapas de um
protocolo de purificagdo, seja para captura inicial, purificacdo intermediéria ou polimento
final de um componente. Amplamente empregada na purificacdo de proteinas, essa
técnica permite obter fracbes altamente puras e concentradas, o que é especialmente
vantajoso para aplicacbes na inddstria biotecnoldgica. Um beneficio adicional é a
preservacao da atividade biol6gica das proteinas, pois a purificacdo ocorre com base em
sua hidrofobicidade natural, dispensando modificagdes quimicas nas amostras e
mantendo intactas a estrutura e a funcdo das proteinas (AMERSHAM BIOSCIENCES,
2001; GEHEALTCARE, 2006). Dessa forma, esse tipo de interacdo é indicado nas etapas
intermediéarias do processo, devido a sua boa capacidade de separacdo e seletividade, alta
velocidade de processamento e razoavel eficacia no polimento do componente alvo. Caso
seja necessario um polimento adicional, a cromatografia de fase reversa pode ser
empregada como etapa complementar (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001).

2.3.2.2. cromatografia de fase reversa e normal

No contexto exposto, a agua é frequentemente descrita como o meio de maior forga
eluotropica para cromatografia de adsorcdo hidrofobica. Porém, exatamente o oposto se
aplica em sistemas de fase reversa, que na maioria dos casos utilizam solventes organicos
para ampliar a forca eluotropica da fase mével (CASS; CASSIANO, 2015; MEYER,
2010; SNYDER; DOLAN, 2007). A cromatografia € geralmente classificada como de
fase reversa ou normal, dependendo das caracteristicas de eluicdo (HARRISON et al.,
2015; MEYER, 2010).

Na fase reversa, a fase estacionaria € hidrofobica (ou seja, apolar), o que significa

que ela tem uma afinidade maior por solutos apolares. Com uma maior concentracao de
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agua na fase movel, a eluicdo dos solutos é reduzida, dificultando a dessorcéo. Para
promover a dessorcao dos solutos e aumentar a eluicdo, é necessario incluir compostos
apolares, como solventes organicos (por exemplo, hidrocarbonetos) na fase movel. Esses
solventes diminuem as interacdes dos solutos com a fase estacionéria, facilitando sua
liberacdo e movimentacgéo ao longo da coluna(HARRISON et al., 2015; MEYER, 2010).

Os solutos mais apolares sdo facilmente retidos pela fase estacionaria na
cromatografia de fase reversa (segunda linha da Figura 4), em que o material solido possui
caracteristicas superficiais hidrofobicas, como o exemplo classico das silicas ativadas
com cadeias carbdnicas, alquil silica (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001; MEYER,
2010). Como caracteristica da técnica, a fase reversa possui uma boa seletividade e boa
eficacia no polimento do componente alvo. A principal condicdo esta na necessidade de
utilizar solventes organicos apolares, 0 que pode causar riscos na atividade bioldgica
quando trabalhar com biomoléculas (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001).

A cromatografia de fase reversa se difere da hidrofébica, pois a denominacdo de
fase reversa costuma se referir a operacdo em que um solvente apolar é utilizado em agua
como fase movel. J& na cromatografia hidrofébica, além do solvente apolar, um sal €
aplicado para favorecer a retencdo da molécula na coluna (HARRISON et al., 2015;
STABY; RATHORE; AHUJA, 2017).

J& na cromatografia de fase normal (hidrofilica), a interacdo dos solutos na fase
maovel com a estacionaria é promovida em menores concentracoes de agua (HARRISON
etal., 2015; MEYER, 2010). Geralmente, a silica empregada é composta por silica (5i0,)

ou sintetizada com outros materiais apolares, como alumina (CASS; CASSIANO, 2015).

Ambos, fase normal ou reversa sdo representadas na segunda linha da Figura 4, o
que difere € o material e os solventes da eluigéo utilizados. O aumento da concentragédo
do solvente (gradiente de eluicdo), auxilia a remocdo do componente mais retido na
coluna cromatografica, o que pode ser acompanhado pelos picos da Ultima coluna. As
caracteristicas dessa técnica sdo semelhantes a de fase reversa, mas empregado para
purificar moléculas polares (HARRISON et al., 2015; MEYER, 2010).

2.3.2.3. cromatografia de troca idnica
Na cromatografia de troca ionica (terceira linha da Figura 4), a separacao ¢é baseada

na interacdo entre um composto eletricamente carregado (cargas desbalanceadas,
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molécula de carga negativa da Figura 4) e um meio cromatografico com carga oposta
(carga positiva da Figura 4). A resolucdo da separacdo é considerada muito alta com
elevada capacidade de carregamento de amostras (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001;
HARRISON et al., 2015; JANSON, 2011).

Essa técnica utiliza resinas contendo grupos funcionais carregados positivamente
(para troca anidnica) ou negativamente (para troca catiénica). Inicialmente, a coluna é
equilibrada (E) com uma solucdo de baixa forca i6nica, permitindo que as moléculas
carregadas se liguem ao suporte. Durante 0 processo de separacdo, as moléculas de
interesse interagem com os grupos funcionais da matriz. A elui¢do (E1 e E2) ocorre ao
aumentar a forca ibnica ou alterar o pH da solugdo, competindo com as moléculas ligadas
e deslocando-as da coluna de forma gradativa. Por fim, ocorre uma lavagem (L) para

remover residuos ndo ligados e preparar a coluna para um novo ciclo.

A cromatografia de troca i6nica apresenta alta resolucdo, alta capacidade e alta
velocidade. Ela é adequada para diferentes fases do processo de purificacdo, sendo
utilizada na captura, no refinamento intermediério e no polimento final das amostras. Em
condicdes iniciais, a técnica exige baixa forca ibnica, mas, para a eluicdo, € necessario
aplicar alta forca idnica ou realizar alteracbes no pH (AMERSHAM BIOSCIENCES,
2001). Essa versatilidade torna a cromatografia de troca idnica amplamente utilizada na
separacdo de proteinas (BENEDINI et al., 2020; BUYEL; FISCHER, 2014), &cidos
nucleicos (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2004) e outras biomoléculas carregadas (DE
LUCA et al., 2020; HUUK et al., 2016), garantindo alta eficiéncia e concentracdo das
amostras purificadas (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2004).

2.3.2.1. cromatografia por afinidade

A cromatografia por afinidade (Gltima linha Figura 4) oferece alta seletividade por
utilizar uma interacdo altamente especifica entre moléculas. Assim, se separam
biomoléculas com base em uma interacdo reversivel com um grupo funcional ou um
ligante especifico na superficie sélida (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001; GE
HEALTHCARE, 2010; JANSON, 2011). A reversibilidade leva a recuperacdo da
molécula (terceiro quadrante - dltima linha da Figura 4) e é obtida com a mudanca do
meio, como por exemplo, a polaridade, pH, forca idnica ou inclusdo de um competidor
(GE HEALTHCARE, 2010).
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O processo cromatografico envolve a interacdo seletiva entre a molécula-alvo e o
ligante, enquanto os componentes ndo especificos da amostra séo eluidos. Apds a etapa
de ligacdo (), a eluicdo (E1 e E2) ocorre sob condiges que rompem essa interagéo
especifica, como alteragdes no pH, forca idnica, ou pela adicdo de competidores que
deslocam a molécula-alvo. Essa técnica oferece alta resolucédo, alta capacidade e alta
velocidade, sendo eficaz tanto na fase de captura quanto no polimento final das amostras.
As condicGes de amostra sdo especificas para permitir a ligacéo inicial, sendo ideal para
purificacdo de proteinas recombinantes, anticorpos monoclonais e outras biomoléculas
com interacdes especificas (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2001).

De modo geral, a interacdo de uma proteina com uma fase estacionaria pode ser
alterada ao ajustar diversos fatores. Isso pode incluir a substituicdo da matriz sélida (por
exemplo, de silica para agarose), a modificacdo do tamanho dos poros, ou até mesmo a
troca do tipo de interacdo, como a mudanca do método cromatografico (BERNAU et al.,
2022; BUYEL; FISCHER, 2014). Portanto, entender as propriedades fisico-quimicas que
governam a separagdo € um dos principais desafios no desenvolvimento de processos
cromatograficos. (BESENHARD et al., 2021).

2.4. Desenvolvimento de métodos cromatogréaficos

O desenvolvimento de métodos cromatograficos é frequentemente dificultado
devido a alta complexidade das amostras. Moléculas que possuem comportamentos
cromatograficos semelhantes sdo consideradas obstaculos para separacdes eficientes
(DEBRUS et al., 2011). Por consequéncia, 0 tempo gasto no desenvolvimento de
processos, desde a pesquisa até a comercializagdo do bioproduto pode levar mais de uma
década, como é o caso, por exemplo, das proteinas terapéuticas. Esses dados variam
significativamente dependendo da empresa (capital de investimento) e do bioproduto a
ser produzido, mas o custo de desenvolvimento facilmente excede um ou mais bilhdes de
ddlares (HARRISON et al., 2015; HOUDE; BERKOWITZ, 2019).

Em virtude disso, técnicas de “Desenvolvimento de Processos de Alto
Desempenho” (High Throughput Process Development, HTPD), estédo sendo cada vez
mais utilizadas no desenvolvimento de processos de separacdo, de modo a reduzir o
consumo de insumos (BARKER et al., 2015; LACKI, 2014; LACKI, 2012; LIETTA et
al., 2022; SILVA; EPPINK; OTTENS, 2021). De modo geral, técnicas de HTPD
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envolvem reducdo de escala para experimentagdo, automacao e reducao de tempo e custo

de analise.

As ferramentas HTPD combinam métodos analiticos, planejamento experimental e
a analises de dados, a fim de cobrir todas etapas de desenvolvimento de um produto
biotecnologico, tais como, cultivo, purificacao e formulacdo (HUBBUCH, 2012; L. ACKI,
2014). As novas atualizagfes da terminologia HTPD incluem a utilizacdo de
metodologias High Throughput Screening (HTS) e automacdo na fase experimental, a
modelagem matematica e a simulacéo desses processos (BARKER et al., 2015; LACKI,
2014; ROQUE et al., 2020).

O HTS pode incluir ensaios em coluna ou em pocos (batelada), que sdo importantes
para triagem de material de separacao e de condi¢des de separacdo de novos farmacos e
demais compostos bioativos (KIESEWETTER et al., 2016). Entre as técnicas HTS mais
empregadas estdo as de miniaturizacdo (BARKER et al., 2015; GE HEALTHCARE,
2009; ROQUE et al., 2020; SILVA,; EPPINK; OTTENS, 2021).

2.4.1. Miniaturizacdo e HTPD no desenvolvimento de métodos
cromatogréficos

No desenvolvimento de processos cromatograficos, a miniaturizacdo pode ser
empregada na triagem de resinas e solventes (BARKER et al., 2015; ROQUE et al., 2020;
SILVA; EPPINK; OTTENS, 2021). O desenvolvimento de processos em microescala
visa a reduzir o custo com reagentes e acelerar o desenvolvimento de processos para
fabricacdo de novos bioterapéuticos (ANDAR et al., 2019). Uma das primeiras evidéncias
da aplicacdo das ferramentas HTS estd na utilizacdo de placas de microtitulacdo de 96
pocos em processos biotecnolégicos (BARKER et al., 2015; SILVA; EPPINK; OTTENS,
2021).

Outros exemplos de aplicacdo da miniaturizagdo em processos cromatograficos
estdo no uso de pontas de micropipetas de titulagdo, tubos de extracdo em fase sélida
(SPE) e ferramentas microfluidicas, conhecidos também como microchips (SILVA;
EPPINK; OTTENS, 2021). Geralmente, essas abordagens experimentais replicam
condices tradicionais de escalas maiores e tempo de contato entre a molécula e a resina,

mas com os volumes da fase mdvel e estacionaria (solida) reduzidos (LACKI, 2014).
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A Figura 5 ilustra os trés principais formatos experimentais em miniaturizacao,
sendo eles microplacas (Figura 5a), microchips (Figura 5b) e micropipetas ou SPE
(Figura 5c). As microplacas (Figura 5a) foram inseridas na cromatografia liquida
inicialmente para etapa de preparacdo de amostra, procedimentos de coleta, entre todas
as etapas que antecedem a fase analitica (KRCMOVA; SOLICHOVA; SOLICH, 2013).
Na purificagdo de bioprodutos, os experimentos em microplacas sdo realizados de modo
a aproximéa-los dos ensaios em bancada. As placas mais utilizadas sdo as de 96 po¢os
(como no caso da Figura 5a) e 384 pocos, no qual a numeracao de pogos representa a
quantidade de experimentos (condi¢bes experimentais) permitidas para cada placa
(BARKER etal., 2015; LACKI, 2014; ROQUE et al., 2020; SILVA; EPPINK; OTTENS,
2021).

Figura 5 - Exemplos dos principais tipos de miniaturizacdo. a) microplacas, b) microchips e c)
minicolunas ou ponteiras de micropipetas de titulagdo.

a) (Cada poco, )
Resina
Fase
liquida
\_ Fase liquida = tampdo e/ou solvente e/ou amostra Y,
(s 2 (T T movel e mjosa )
b) Saida Zona de detecgdio C) / ase movel e mjecao
Injecdo da TR ~» Resina
amostra EL ) !
Fase
estacionaria .
(Resina) 2. - SU‘f(}aO a
S Fase \ Vacuo
%%‘oq méovel \ .
% “© Saida Coleta do nio adsorvido
. y . /

Na Figura 5a, a cada po¢o contém uma resina (representada em verde) e uma fase
liquida que pode ser tampéo, solvente ou amostra. Alguns pogos estdo marcados como
"Branco" (controle negativo) e outros contém padrdes (indicado pela seta rosa), que
podem ser usados para calibracdo ou referéncia. Esse formato é comum em ensaios de

adsorcao.

A preparacdo dos ensaios de triagem das microplacas conta com a adicdo de resina

no interior dos pogos e em seguida a solugcdo com solvente e amostra a se analisar.
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Semelhante aos ensaios em bateladas convencionais, as placas normalmente contam com
sistemas de filtracdo a vacuo (BARKER et al., 2015; LACKI, 2014; SILVA; EPPINK;
OTTENS, 2021). O que se assemelha com o sistema a vacuo da Figura 5¢, em que 0 a
amostra ndo adsorvida é coletada e transferida para uma placa de leitura (por exemplo,
UV-Vis).

A baixa utilizacdo do espaco fisico laboratorial e 0 pequeno gasto com reagentes
favorecem a aceitagdo das microplacas (SILVA; EPPINK; OTTENS, 2021). No entanto,
0 usuario pode encontrar dificuldades em representacdo de uma coluna cromatografica,
principalmente, no aumento concentracdes de carga de proteina, tipos de lavagem ou
condigdes de eluicdo (BARKER et al., 2015).

Triagens utilizando as microplacas séo capazes de ser automatizadas por meio de
manipuladores de liquidos (liquid handling system - LHS) (BARKER et al., 2015;
LACKI, 2014; SILVA; EPPINK; OTTENS, 2021). Existem diversos tipos de LHS, no
geral, esses manipuladores de liquidos automatizados podem ser utilizados em
procedimentos de diluicdo em série, transferéncia e injecdo de amostras, e muitos deles
sdo proprios para trabalhar com essas microplacas (SILVA; EPPINK; OTTENS, 2021)
Neste caso, 0s experimentos em bateladas sdo divididos em diversas etapas discretas com
diferentes condic¢des de carga de proteina, lavagem, regeneracao e eluicdo. A adicdo desse
sistema permite uma melhor similaridade dos fenémenos que ocorrem na coluna em

relacdo aos processos manuais (BARKER et al., 2015).

Na Figura 5b, a fase estacionaria (resina) é fixa dentro de um canal, e a fase movel
(solvente ou amostra) flui através dela, o desenho ¢é ilustrativo, ndo representa
corretamente ao utilizado pela literatura (CHAN et al., 2014). A amostra € injetada e
segue o fluxo indicado pela seta preta. Na zona de deteccgéo (ponto vermelho), diferentes
compostos podem ser identificados conforme interagem com a resina e se separam no

tempo.

Nos anos recentes, atencdo também tem sido dada a experimentacdo utilizando
dispositivos baseados em microfluidica (LACKI, 2014; ROQUE et al., 2020; SILVA;
EPPINK; OTTENS, 2021). Comparado com o0s sistemas automatizados de
manuseamento de liquidos em microplacas (LHS), os microchips (Figura 5b) podem
fornecer resultados mais proximos de uma coluna cromatografica, em escalas muito
pequenas, na faixa de micrémetros até na faixa de nanolitros (SILVA; EPPINK;
OTTENS, 2021).
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A fase mdvel e a injecdo da amostra nos microchips (Figura 5b) geralmente sédo
bombeadas por bombas tipo seringa (CHAN et al., 2014). O material adsorvente (fase
estacionaria) é acondicionado na regido central da placa. A tecnologia dos dispositivos
microfluidicos ainda necessita de maior aceitacdo pela comunidade (SILVA; EPPINK;
OTTENS, 2021). A dificuldade de trabalhar com volume em escalas nanoscépica e 0s
valores desses microchips séo considerados as principais barreiras (ROQUE et al., 2020;
SILVA; EPPINK; OTTENS, 2021). Acreditam-se que a utilizacdo de impressoras 3D
possa contribuir para reducdo dos custos desses dispositivos (SILVA; EPPINK;
OTTENS, 2021).

Como nas placas de microtitulagdo, as colunas SPE (Figura 5c¢) também sdo
comumente utilizadas para preparo de amostra (KRCMOVA,; SOLICHOVA; SOLICH,
2013). Ao desenvolver métodos cromatograficos que utilizam mini colunas ou ponteiras
empacotadas, as condi¢bes hidrodindmicas podem se assemelhar as observadas em um
leito empacotado. Neste cenario, a maxima eficiéncia é obtida ao utilizar todos os canais
disponiveis em paralelo, por meio de processos automatizados. Assim, a fase movel
quanto a amostra é impulsionada (utilizando pulsos discretos) através da fase estacionaria
(LACKI, 2012).

Praticamente todas as abordagens experimentais de screening da plataforma HTPD
tém potencial de aplicagdo consistente, levando em conta suas limitagdes (LACKI, 2014;
LACKI, 2012). Métodos de screening geram uma grande quantidade de dados
experimentais que precisam ser tratados. Sendo assim, cada vez mais se faz necessario o
emprego de modelos matematicos para auxiliar na etapa de triagem. Sejam eles
empiricos, fenomenoldgicos ou hibridos, todos visam a favorecer a selecdo de melhores
condicBes cromatogréficas para purificacdo de produtos biotecnologicos (BESENHARD
etal., 2021).

Os modelos matematicos podem ser utilizados para prever a interacdo entre a
molécula alvo e o material empregado para separacao. Varias técnicas sdo utilizadas para
prever a retengdo desses compostos, ou simular a eluicdo dos componentes em um leito
fixo (BESENHARD et al., 2021; GRITTI, 2021; HADDAD; TARAJI; SZUCS, 2021).
Deste modo, as atividades desenvolvidas utilizando pipetas de multiplos canais,
microplacas de 96 pocos e minicolunas, aliadas aos modelos fenomenologicos abordados

nesta tese, se colocam em um plano geral e em contexto bastante inovador. Nesse
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contexto, a proxima secao apresenta uma breve revisdo da predicdo do tempo de retencédo

e seus modelos para o desenvolvimento de métodos cromatograficos.

2.5. Predicéo do tempo de retencdo em cromatografia liquida

A predicdo do tempo de retencdo € uma ferramenta essencial no desenvolvimento
de métodos cromatograficos, pois permite reduzir a quantidade de experimentos
necessarios e otimizar as condi¢Bes de separacdo (GRITTI, 2021). A retencdo de um
soluto em uma coluna cromatografica depende de diversos fatores, como a interacdo com
a fase estacionaria, a composicao da fase movel e as condi¢Ges operacionais do sistema.
Nesse aspecto, é importante destacar que as isotermas de adsor¢do possuem papel vital
na descricdo dos fatores de separacéo e da capacidade de saturacio da coluna (FORSSEN;
ARNELL; FORNSTEDT, 2006).

A medicdo do tempo ou volume com que a molécula alvo fica retida na coluna é o
procedimento experimental mais utilizado para estimar as propriedades fisico-quimicas
de adsorgdo (POOLE; ATAPATTU, 2020; RAJENDRAN et al., 2020). Assim, quando
citado no texto, o tempo ou volume de retencdo estara remetendo ao centro de um pico
do cromatograma (Figura 6) (HARRISON et al., 2015). A altura Equivalente a um Prato
Teorico (H), o tempo de retencdo de uma molécula na coluna (tz), a largura do pico na
base (w,) e o desvio padrdo (o) sdo as varidveis mais utilizadas para andlise das

propriedades geométrica dos picos cromatogréaficos.

Figura 6 — Propriedades geométricas do pico cromatografico perfeito (Gaussiano).
8 T T T

Altura do prato teorico (H)

Tempo [min]

Adaptado (HARRISON et al., 2015)
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Os métodos de eluigdo por gradiente (discutido ao final do topico 2.3) sdo um dos

mais desafiadores para ajuste de parametros, dentre as diversas dificuldades encontradas
na predicdo dos tempos de retencdo (ASBERG et al., 2013; GRITTI, 2021; GUIOCHON

et al., 2006). Visto que as previsdes de retencdo na eluicdo por gradiente sdo muito

sensiveis a concentragdo do modificador, o que pode dificultar a determinacdo das
isotermas de adsorcio (ASBERG et al., 2013).

Diversos modelos matematicos tém sido desenvolvidos para descrever e prever o

comportamento de retencao dos solutos em cromatografia liquida. Esses modelos podem

ser classificados de acordo com os principios fisicos e quimicos que regem as interagdes

entre o soluto, a fase movel e a fase estacionaria.

Modelo de Forca do Solvente Linear (Linear Solvent Strength - LSS): Baseado na
relagdo entre a concentragdo do modificador na fase mével e o coeficiente de
retencdo do soluto. E amplamente utilizado em cromatografia de fase reversa
devido a sua simplicidade e aplicabilidade em gradientes lineares (ASBERG et al.,
2013; BESENHARD et al., 2021; DE LUCA et al., 2020; GRITTI, 2021;
GUIOCHON et al., 2006; HADDAD; TARAJI; SZUCS, 2021; KACZMARSKI;
CHUTKOWSKI, 2020; SNYDER; DOLAN, 2007; STABY; RATHORE; AHUJA,
2017).

Modelo de Interacdo Eletrostatica e Hidrofobica (Mobile Phase Modulator -
MPM): Considera a contribuicdo de interacdes eletrostaticas e hidrofébicas na
retencdo dos solutos, sendo til para separacdes que envolvem biomoléculas ou
compostos polares.

Modelo de Equilibrio de Associacdo: Baseado no conceito de formacdo de
complexos entre o0 soluto e os componentes da fase mdvel, empregado para
representar a competicdo entre proteinas e solugdes idnicas na cromatografia de
troca ionica.

Modelos Matematicos para Previsdo da Retencdo: Engloba abordagens mais
empiricas, que incorporam equac¢des matematicas, tal como planejamento fatorial
ou descritores moleculares, para descrever o transporte de massa e os efeitos

difusivos dentro da coluna cromatogréfica.
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Nesta secéo, serdo apresentados os principais modelos utilizados para a predi¢do do
tempo de retengdo, destacando suas hipoteses e aplicagdes. Cada um desses modelos seré
detalhado nas subsecOes a seguir, destacando suas vantagens, limitacOes e aplicacOes

praticas na otimizacao de processos cromatograficos.

2.5.1. Modelo de forca do solvente linear (LSS)

Os parametros do modelo LSS devem ser calibrados aferindo a retencdo de um
soluto em duas composicGes de eluente, tipicamente de eluentes aquosos-organicos
binarios que sdo empregados na cromatografia de fase reversa (WANG, Aosheng; CARR,
2002). No desenvolvimento de métodos cromatograficos auxiliados por modelos
matematicos, este modelo é considerado um dos mais simples para aplicacdo na
cromatografia liquida de eluicdo por gradiente (BESENHARD et al., 2021; GRITTI;
GUIOCHON, 2008).

Neste modelo, o aumento da concentracdo do modificador na fase mével provoca
uma reducéo do fator de retencdo (k) baseado em uma equacao empirica linear, Equacao
1, em que a concentracdo do modificador é representada pela letra ¢ (DE LUCA et al.,
2020; KACZMARSKI; CHUTKOWSKI, 2020; SNYDER; DOLAN, 2007).

Ink(¢) =Ink,—S¢ (1)

O fator de retencdo (k) é medido por meios de experimentos em colunas, em que a
diferenca dos tempos de retencdo de um componente (tg) e um tracador (t1) determina
o valor desse parametro. O tempo de retencdo do tracador € a eluicdo de um componente
que ndo possui interacdo com a superficie do sélido. Ambos, tracador e componente, sao
medidos pelo centro do pico. A constante k, é definida como o fator de retencéo para um
componente quando ¢ =0 (solvente fraco ou, geralmente, 4gua) e S a interacdo do
componente com as fases movel e estacionaria. O S neste modelo remete a inclinagdo de
um gréfico logaritmo do fator de retengdo versus a concentragdo do modificador
(SNYDER; DOLAN, 2007).

Como j& citado na secdo 2.3.1.1, o uso do modificador na fase mével em um
gradiente de concentracdo tende a causar eluicdo das espécies retidas por meio da
mudanca de equilibrio entre as fases. A Equacéo 2 representa a concentracdo do solvente

(modificador) em fungdo do tempo, ¢(t), na entrada da coluna durante a alteragédo do
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modificador no gradiente linear (DE LUCA et al., 2020; HARRISON et al., 2015;
KACZMARSKI; CHUTKOWSKI, 2020).

b(t) = o + % (t = tgin)): )

em que, ¢, é a concentracgdo inicial do solvente (modificador de fase), A¢ a diferenca da

concentragdo inicial e final do solvente, At, o tempo total de injecdo de um solvente e

ty,inj O tempo inicial que ocorre a injecdo do solvente modificador de fase.

Apesar do fator de retencdo ndo ser um parametro termodindmico, 0 modelo LSS
geralmente é utilizado para prever isotermas de equilibrio (q), como exemplo a isoterma
de Langmuir, Equacdo 3 (DE LUCA et al., 2020; GUIOCHON et al.,, 2006;
KACZMARSKI; CHUTKOWSKI, 2020).

_ bqsCy
T 1+bCy, (3)

Na Equacao 3, g, é a constante de saturacdo da particula, b a constante de equilibrio

e C, corresponde a concentracdo do liquido (fase mével).

A associagdo dos fatores de retencdo do modelo LSS com efeitos termodinamicos,
como exemplo, a constante de equilibrio (b, Equacdo 4) pode ser melhor compreendida
no Apéndice “A.1. Analise do fator de retencdo para eluicdo isocratica” (DE LUCA et
al., 2020; GUIOCHON et al., 2006; HARRISON et al., 2015; SNYDER; DOLAN, 2007).
Neste caso, por meio da relacdo do fator de retencdo (k) com a razdo de fase (F =
(1 —&r)/er) e a constante de Henry (a = bqg) é possivel acoplar o modelo LSS a
modelos fenomenoldgicos (BESENHARD et al., 2021; DE LUCA et al.,, 2020;
GUIOCHON et al., 2006; KACZMARSKI; CHUTKOWSKI, 2020)

k = ko exp~Si® = Fbq, = Fqsby exp~5i®, (4)

em que b, é a constante de equilibrio a concentragfes baixas ou nulas de modulador e S

passa a ser referido no texto como a constante do modulador.

Uma solucdo de um sal pode ser empregada como agente modificador, constante
do modulador (GRITTI, 2021; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017), principalmente
para cromatografia de forga ibnica (KUMAR et al., 2015) e a hidrofébica (WANG, Gang;
HAHN; HUBBUCH, 2016). Neste caso, as contribui¢cdes da troca ibnica e interacdes

hidrofobicas, levam a uma relacéo de aumento da tensao superficial decorrente a interacao
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hidrofobica e a solubilidade da molécula (ARAKAWA et al., 2023; SHEKHAWAT et
al., 2023).

A prdpria técnica de eluicdo por gradiente ja torna os mecanismos de separagdo
mais complexos e dificulta a implementacdo de modelos que descrevam a retencdo.
Portanto, esse problema ainda é considerado como um grande desafio para
desenvolvimento de novos métodos e otimizagGes desses processos (BESENHARD et
al., 2021; GUIOCHON et al., 2006).

2.5.2. Modelo de interacéo eletrostatica e hidrofobica (MPM)

Denominado por Karlsson e colaboradores como Modelo de Modificador de Fase
Movel (Mobile Phase Modulator, MPM), este modelo empirico foi proposto por
Melander, Rassi e Horvath e descreve a influéncia da adicdo de sal a fase movel na
retencdo de proteinas (GU, 2015; KARLSSON et al., 2004; KUMAR et al., 2015;
MELANDER; EL RASSI; HORVATH, 1989). Apesar das simplificacdes, este modelo
baseia-se em teorias fisico-quimicas que consideram ndo apenas a forca do solvente,
abordada no LSS, mas também como a presenca de sais altera as interacGes entre as
proteinas e a fase estacionéria. Portanto, se acoplar o efeito do sal no equilibrio (modelo
LSS), similarmente obtém-se 0 mesmo resultado do MPM.

A Equacdo 5 propde descrever todas as intera¢6es hidrofdbicas e eletrostaticas em
apenas trés parametros (GU, 2015; MELANDER; EL RASSI; HORVATH, 1989). Esta
interacdo foi proposta para um ambiente contendo proteina, sal e a agarose (fase
estacionaria), no qual avaliaram os efeitos do sal na retencédo de proteinas (MELANDER;
EL RASSI; HORVATH, 1989).

Ink = a' — Blng + y¢, (5)

Na Equacéo 5, k e ¢ sdo o fator de retencédo e a concentragéo do sal, e 0s parametros
B, y e a' sdo responsaveis pelos efeitos eletrostaticos, hidrofdbicos e 0s outros efeitos
caracteristicos do sistema, respectivamente (GU, 2015; KARLSSON et al., 2004;
MELANDER; EL RASSI; HORVATH, 1989). Ao aplicar a funcdo exponencial na
Equacdo 5 (representado na Equacéo 6), e substituir o fator de retencéo pela constante de
equilibrio, razdo de fase e constante de saturacdo (Fbq,, Equacao 4) obtém-se a Equacgéo
7, que pode ser melhor compreendida nos Apéndices “A.1. Analise do fator de retencdo

para eluicdo isocratica”.
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e Nk — ea’—ﬁln¢+y¢’ (6)

Utilizam-se as propriedades dos expoentes para separar 0s termos e?' e~ Blnd ¢
e¥?®. Além disso, aplicando a identidade e™™ = x, resultaem e~ F"¢ = =8,

Fash = Fqs(e™ ¢~ Fer?), (7)
Assim, todos os efeitos de retencdo (hidrofébico e eletrostaticos) podem ser

compensados na constante de equilibrio (Equacéo 8). O termo e? da Equacdo 7 pode ser

definido como b,:

b = by~ Per?, (8)
Tanto na cromatografia de troca idnica quanto na hidrofébica, a concentracdo de
sal afeta a retencdo da proteina, ou seja, nos efeitos de adsorc¢do e dessor¢do (KARLSSON
et al., 2004). Assim, € possivel visualizar a forma funcional da equacéo 8 como resultado
dado por pardmetros cinéticos, ao escrever o processo de modo analogo a reagdo com sal

como segundo componente (Equacdo 9), representada por:
[+ sgL S il + Ps, (9)

em que, i e iL sdo a molécula alvo na fase liquida e sélida (com ligante), respectivamente,
sgL € o ligante com 3 sais adsorvidos e s representa o sal. Nesta reacdo (Equacéo 9), o
sal é geralmente considerado como inerte, de tal forma que ele ndo é contabilizado no
balanco de massa. O efeito da concentracéo de sal € representado no parametro cinético
de dessorcdo (k; = ko). Além disso, o sal também é contabilizado na constante
cinética de adsorcdo devido a mudanca de atividade da molécula alvo na fase liquida
(ky = ko0e??). O aumento na concentracio de ions da fase liquida, ¢, reduz a
solubilidade nessa fase, proporcional ao termo e’®. Ja a dessorgdo é afetada pelo sal,
proporcional ao fator ¢# (KARLSSON et al., 2004; KUMAR et al., 2015).

2.5.3. Modelo de equilibrio de associacao

Esta abordagem tedrica leva em conta de forma explicita a cinética dos processos
de adsorcdo e dessorcdo, sem a necessidade de impor um equilibrio nesses processos,
como é feito nas isotermas de equilibrio (BENEDINI et al., 2020). Portanto, os trés
modelos mais empregados para descrever a interacdo moléculas, resina e modificador de

fase mével séo explicados nos proximos subtopicos. Em seguida, a aplicagdo dos modelos
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matematicos € discutida para uma melhor compreensdo do avanco da modelagem em

desenvolvimento de processos cromatograficos e 0s seus desafios.

Uma proteina adsorve quando se associa a varios ligantes conectados
covalentemente ao adsorvente (MOLLERUP, 2008). As interacGes entre proteina e fase
solida podem variar dependendo da configuracdo cromatografica, nas eletrostaticas, o
adsorvente desloca os contra-ions associados aos ligantes. Ja nas hidrofébicas, a adsorgao
acarreta uma associagdo reversivel do componente com os ligantes para formar um
complexo por interacdes apolares (MOLLERUP, 2008). Portanto, para biosseparacdo
muitas vezes observa-se um comportamento complexo de elui¢do, caso em que 0 modelo
mais adequado depende das caracteristicas do sélido e do adsorvente e fase movel
(HUUK et al., 2017; KOCH et al., 2022).

Na cromatografia de troca iénica, 0 modelo cinético de Langmuir (Equacdo 10),
que é baseado na disponibilidade de locais vagos para a ligacdo da molécula, ndo leva em

consideracdo a troca de contra-ions.

6Cs,i
ot = ka(Qs - Cs,i )Ci - des,i’ (10)

em que, g, € a constante de saturacdo da particula, k, € a constante de adsorcdo e k; € a

constante de dessorcao.

Em contrapartida, os modelos de deslocamento estequiométrico baseiam-se na
troca estequiométrica de ions e contra-ions (KUMAR et al., 2015). Neste caso, a adsor¢ao
de uma molécula i com a carga Z; associa-se a ligantes L com carga Z deslocando v
contra-ions S de carga Z,, a qual ocorre quando a proteina se associa a varios ligantes

imobilizados (Equacdo 11) como:
%+ v [Ly S%] S vS% + [i%iL,)], (11)
em que, o coeficiente estequiométrico ou carga caracteristica (v) € definido pela razéo

Z;/Z; (MOLLERUP, 2008; SANCHEZ-REYES et al., 2021) e na notacdo da tese

[LZSSZS] representa o ligante da fase sélida L associado ao fon, i%: representa a molécula
(adsorbato), S% o fon livre em solucéo liquida e [iZiLZl.] a aproximacao adsorbato-ligante,

dada por interacdo de carga.

Geralmente, apenas os coeficientes de atividade das espécies de soluto séo levados
em consideracdo nesses modelos (SANCHEZ-REYES et al., 2021). Assim, a constante
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de equilibrio termodinamico para um Unico componente pode ser definida como

(Equacéo 12):

K,y =24 (12)

dsv a,:’
no qual, as¥ e a; descrevem as atividades do contra-ion e da biomolécula na solucéo
(bulk), respectivamente, e as e a; representa o contra-ion e a biomolécula adsorvido no
solido.
Um dos modelos de deslocamento estequiométrico mais utilizados para
cromatografia de troca idnica é o Steric Mass-Action (SMA). O modelo supbe que as

superficies internas dos poros sdo inicialmente cobertas com ions de sal para manter a

eletroneutralidade. Neste caso, o equilibrio pode ser representado como (Equacao 13):

_ PVi Gy
Keq - a’svi C_i’ (13)

em que, C; e a concentragdo do i-ésima componente (adsorvente) na fase movel, C; € a
concentragio da i-ésima componente na fase solida, ¢ é a concentragéo de sal disponivel
na fase solida, ¢ é a concentracdo de sal na fase mdvel e v € a carga caracteristica da
biomolécula ions (KUMAR et al., 2015). Assim, o balanco de massa para a i-ésima
proteina na fase sélida do modelo de Langmuir pode ser representada como (Equacao
14):

acs,i T Vi .
2= kgiCihs ' — kaiCoih", (14)

Embora concentracdo e sitio ativo sejam conceitos distintos, a analogia entre eles é
aqui utilizada para explicar a modelagem. Na Equacdo 15, a concentragéo total de sal na
fase estacionaria (¢,) é definida como a soma da concentracdo de sal disponivel (¢) e
N¢ Csi0; corresponde & concentragdo de sal na fase sélida, ou sitios ativos impedidos
de se conectar a outra sitio devido a estrutura ligada, representada na Figura 7 (ALTERN
etal., 2023; GALLANT; KUNDU; CRAMER, 1995; KARLSSON et al., 2004).

s = (ﬁs + Z{\I:cl Cs,io-ii (15)

A quantidade de sal indisponivel para troca esta representada por simbolos
negativos na Figura 7, enquanto as disponiveis sdo indicadas em verde. Incorporando a
eletroneutralidade na Equacédo 15 e considerando a capacidade idnica total (A), ou seja, a

quantidade total de sitios da fase estacionaria, obtém-se a Equacdo 16.
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A= ‘l_)s + Z?’:l(vi + Ui)cs,ia (16)

em que, g; e Nc¢ sdo o fator de blindagem estérica e 0 nUmero de componentes na mistura,
respectivamente. Moléculas grandes com distribui¢des de carga de superficie complexas
normalmente ocupam mais de um sitio de ligacao e excluem sitios adicionais de ligagdo
adicional por blindagem estérica (o;) e a concentragéo de contra ions (¢) ndo inclui fons

de sal que séo protegidos por moléculas ligadas (Lieres, 2010).

Figura 7 - Representacdo da ligacdo de moléculas grandes a uma superficie cationica. Circulo positivo
azul: cargas na superficie solida, Verde: sitio “livre” para troca do sal com uma carga da molécula, Rosa:
sitio da molécula ligada a superficie sélida e Vermelho: Sitio indisponivel para troca, contendo ions
ligado. Adaptado (GALLANT; KUNDU; CRAMER, 1995; MELANDER; EL RASSI; HORVATH,
1989)

2.5.4. Modelos matematicos para previsdo da retencéo

Vaérias técnicas sdo utilizadas para prever a retencdo da molécula alvo, ou simular
a eluicdo dos componentes em um leito fixo (BESENHARD et al., 2021; GRITTI, 2021;
HADDAD; TARAJI; SZUCS, 2021). Por muitos anos, abordagens tradicionais de
planejamento experimental, tal como analises univariadas foram aliadas no
desenvolvimento de métodos de purificacdo de produtos biotecnolégicos. Como
alternativa ao One-Factor-at-a-Time (OFaaT), a ferramenta multivariada Design of
Experiment (DoE) surgiu para auxiliar a obtencdo de respostas mais confiaveis (BEG,
2021; KASEMIIRE et al., 2021).

A ferramenta sistematica do DoE aplica planejamento fatorial com principios
estatisticos para obter 0 maximo de informacdo possivel, com nimero reduzido de
experimentos (BEG, 2021). Na abordagem DoE, ap0s a fase inicial de triagem e escolha
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das variaveis mais importante, os modelos de superficie de resposta sdo os mais utilizados

para otimizacao das condigdes experimentais (KASEMIIRE et al., 2021)

Particularmente, a modelagem estatistica baseada em métodos empiricos é
facilmente implementada (STABY; RATHORE; AHUJA, 2017), o que talvez explique a
popularidade das superficies de resposta em esquema de planejamento, DoE (BARKER
et al., 2015; OSBERGHAUS et al., 2012). Deste modo, o desenvolvimento do processo
ainda ocorre de modo empirico, em outros casos, ainda se desenvolve por tentativa e erro
(HOUDE; BERKOWITZ, 2019). Por outro lado, as limitacdes da modelagem empirica
inviabilizam um tratamento geral, que atenda diversos tipos de cromatografia e moléculas
alvo (RISCHAWY et al, 2019; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019; STABY;
RATHORE; AHUJA, 2017).

Demais metodologias baseadas em modelos matematicos tém ganhado destaque,
como a modelagem fenomenoldgica e modelos baseados em descritores moleculares.
Baseada nos fundamentos de transporte de massa, adsorcéo sélido-liquido os modelos
fenomenoldgicos podem ser utilizados para extrair diversas informacdes cromatograficas
(BESENHARD et al., 2021; GRITTI, 2021). Os descritores, por outro lado, empregam
relacGes matematicas das estruturas e propriedades moleculares (quimicas) para previsoes
cromatograficas (KALISZAN, 2007).

Apesar dos descritores moleculares possuirem uma finalidade tedrica, geralmente
sdo criados por modelos empiricos. O grau de informacdo que os descritores de fato
trazem para a previsdo do tempo de retencdo ainda é questionada, uma vez que muitos
deles sdo redundantes ou mesmo de utilidade questionavel para a correlacdo desejada.
Deste modo, a aplicacdo de descritores moleculares ainda é pouco compreendida
(BESENHARD et al., 2021; KALISZAN, 2007). Para prever a retengdo com precisao, é
necessario um conjunto consideravel de descritores, em que ganham importancia técnicas
de reducéo de dimensionalidade. Além disso, modelos preditivos requerem treinamentos
(ajustes) utilizando moléculas modelo, 0 que é uma tarefa desafiadora no caso de
biomoléculas (BESENHARD et al., 2021; KALISZAN, 2007).

No quesito experimental, a complexidade dos efeitos termodinamicos e cinéticos,
das interacdes entre os componentes da mistura e as fases mdvel e estacionéria, além dos
efeitos de transporte de massa ao longo da coluna, dificulta a compreensao dos fenémenos
envolvidos (BESENHARD et al., 2021; GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1994;
GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019). Por outro lado, a
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modelagem matematica possui grande potencial na obtencdo de informacGes sobre o
mecanismo de separacdo, sendo assim, uma importante ferramenta para reducdo do
esforco experimental (BESENHARD et al., 2021; GUIOCHON et al., 2006;
SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).

Modelos baseados em fendmenos fisico-quimicos e de transporte predizem com
maior robustez o comportamento do sistema, principalmente no que se refere a
possibilidade de generalizacéo e extrapolacéo, incluindo a utilidade para uma ampla faixa
de condices de processo (GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).
No entanto, com frequéncia e a depender das equacdes envolvidas, solu¢bes para esses
modelos requerem maior esforco computacional. Além disso, determinar
experimentalmente pardmetros do modelo de modo a manter a interpretacdo fisica
consistente pode se tornar um obstaculo. No ambito da cromatografia, sdo essenciais 0s
procedimentos de “calibragdo dos modelos”, tais quais frequentemente sao conhecidos na
literatura como protocolos de determinagdo independente ou ajuste de parametros
necessarios a simulacdo (GUIOCHON et al.,, 2006; HARRISON et al., 2015;
SHEKHAWAT; RATHORE, 2019; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017).

A simulacdo numeérica utilizando modelos fenomenolégicos auxilia a compreenséao
dos fenémenos envolvidos no processo cromatografico (GU, 2015; GUIOCHON et al.,
2006; HARRISON et al., 2015), o que amplia o interesse no tema. Além do interesse
académico, a modelagem fenomenoldgica possui desdobramentos praticos e impacto
econbmico no desenvolvimento de bioprocessos (KUMAR et al.,, 2015), que

naturalmente é dependente de novos produtos e avancos tecnoldgicos permanentes.

Dada a importancia significativa e os desafios associados ao uso de modelos
fenomenoldgicos, a se¢do seguinte é dedicada & apresentacdo dos modelos mais citados

na literatura, destacando suas respectivas vantagens e limitacoes.

2.6. Principais modelos fenomenoldgicos para cromatografia preparativa

Na cromatografia liquida, o transporte de massa de moléculas de soluto para o
adsorvente pode ser dividido em dois niveis. O primeiro é o transporte da massa do
volume intersticial para o contorno das particulas sélidas adsorventes (Figura 8a). Este
fendmeno ocorre por difusdo massica no filme externo. No segundo nivel, os

componentes sdo transportados pela estrutura porosa interna as particulas a medida que
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sdo adsorvidos na superficie solida (Figura 8b). Nesse caso, 0 mecanismo de difusédo
superficial também contribui com o processo (SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).

A Figura 8 representa o escoamento da fase moével no leito empacotado, no qual
durante o processo de escoamento na regido intersticial (Figura 8a), ocorre também o
transporte massico correspondente a dispersdo axial no leito, que ocasiona efeito de
espalhamento de bandas ou picos na direcdo longitudinal. A dispersdo axial ocorre pelos
efeitos difusivos moleculares, mas que sdo afetados pelo escoamento nos poros,
principalmente determinada pela tortuosidade do escoamento intersticial (GOLSHAN-
SHIRAZI; GUIOCHON, 1994; GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE,
2019).

Figura 8 - Escoamento da fase mdvel no leito empacotado: (a) escoamento intersticial, (b) escoamento no
poro e (c) escoamento total, intersticio e poro (quando o leito é considerado um monolito)

0

b) a)

|

4

JLN

Alguns problemas tedricos em cromatografia preparativa sdo muito discutidos na
literatura, principalmente para cromatografia ndo linear. Entres os problemas, estdo os
estudos da homogeneidade, estabilidade, alimentacdo viscosa, separacdo de
multicomponentes e na escolha da isoterma de equilibrio, entre elas, a isoterma de
Langmuir (GUIOCHON et al., 2006; HARRISON et al., 2015; JANSON, 2011; LACKI,
2014; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017). Os
termos cromatografia linear e ndo linear séo frequentemente utilizados na literatura e

estdo diretamente relacionados a isoterma de equilibrio.
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Na cromatografia linear, o equilibrio é definido pela proporcionalidade entre a
concentracdo na fase sélida e a concentracdo na fase mével (lei de Henry). Entretanto, na
cromatografia ndo linear, comportamentos mais complexos sdo esperados, como a
saturacdo da superficie prevista pela isoterma de Langmuir. Por consequéncia, existe um
efeito de concentracdo na fronte da banda para isoterma favoravel (efeito “self-
sharpening”), o que ndo corresponde a perfis gaussianos. Assim, em termos
experimentais e em sobrecarga, existem efeitos termodinamicos sobre a forma do pico e
também a influéncia da presenca dos demais componentes na solucdo. Em termos
mecanisticos, a tendéncia € que os efeitos de espalhamento axial promovido pelo
transporte de massa contraponham os efeitos de “self-sharpening” ao longo da coluna.
Em sua grande maioria, a cromatografia para purificagdo (ou cromatografia preparativa)
assume caracteristicas nao lineares (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1994;
GUIOCHON et al., 2006).

Os principais modelos fenomenoldgicos abordados na literatura para cromatografia
liquida estabelecem em geral algumas suposi¢des comuns (GU, 2015; GUIOCHON et
al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019):

e acompressibilidade volumétrica é desconsiderada em ambas as fases;

e a resisténcia a transferéncia de calor entre as fases movel e estacionéria é
desprezivel na maioria dos casos, 0 que associado a baixa entalpia de adsorcao,
leva a um processo isotérmico;

e 0s gradientes de concentracdo na direcdo radial da coluna sdo despreziveis.

No geral, esses modelos assumem que as colunas sdao bem empacotadas, 0 que
aliado as caracteristicas geométricas das colunas tornam o efeito da heterogeneidade
radial pouco significativo (GU, 2015; GUIOCHON et al., 2006). Apesar de existirem
modelos que consideram uma coluna radialmente heterogénea (GU, 2015; GUIOCHON
et al., 2006), os modelos se tornam mais complexos e os parametros de mais dificil

estimativa, frequentemente correlacionados (GUIOCHON et al., 2006).

Os modelos de origem em balanco de massa serdo tratados aqui como
fenomenoldgicos. Apesar disso, vale a ressalva de que é possivel que os parametros
percam a interpretacgdo fisica ou que assumam o papel de parametros agrupados (efetivos)

quando ajustados a partir de dados experimentais.
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A partir das hipoteses mencionadas, segue o panorama geral dos modelos

fenomenoldgicos mais estudados para cromatografia preparativa:

e modelo ideal (Ideal Model, IM);

e modelo equilibrio-dispersivo (Equilibrium-Dispersive Model, EDM).
e modelo cinético agrupado (Lumped Kinetic Model, LKM);

e modelo geral de taxa (General Rate Model, GRM);

Sendo que o ultimo modelo € o Unico a possuir duas equacdes, uma para cada fase.

2.6.1. Definic¢Bes importantes para modelagem fenomenoldgica

Na literatura sobre modelagem de colunas cromatograficas, a definicdo de
porosidade do leito e velocidade do fluido podem variar conforme o autor. Portanto,
esclarecer qual definicdo é utilizada neste trabalho para essas variaveis é de extrema
importancia (GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019; STABY,;
RATHORE; AHUJA, 2017).

2.6.1.1. Porosidade da coluna empacotada

Modelos mais simples da cromatografia englobam os intersticios do
empacotamento de resinas (Figura 8a) e a porosidade interna as particulas (Figura 8b)
como um sO6 meio poroso (Figura 8c), representado pela porosidade total (e7). A
porosidade intersticial (&;), também conhecida como “porosidade externa”, ¢ definida
pela Equacgdo 17, ou seja, pela razdo entre o volume do intersticio (V;) e o volume total
da coluna (V,, também chamado de volume geométrico da coluna) (GUIOCHON et al.,
2006).

_"
Ve

g (17)

A porosidade das particulas (¢,), Equagdo 18 é definida pela razéo entre o volume
do poro (V,oro, representando os volumes de poro intraparticula) e o volume da particula,

ou volume ocupado pelas particulas no leito, assim, Vparticuta = Ve — Vi

& = _Yoro (18)

p Vpartl’cula
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A porosidade total inclui a porosidade intersticial acrescida da porosidade das
particulas. Pressupondo que todo o ar eventualmente presente no empacotamento tenha
sido expulso do meio poroso, a definicdo da porosidade total é representada pela razdo
entre o volume da fase madvel (1},,), ou fase liquida, e o volume total da coluna, Equacéo
19 (GUIOCHON et al., 2006).

Vin
o =t (19)
Vi+Vporo 14 EpVparticula
eT=IV—Z=V—Z+%=e,+£p(1—e,) (20)
2.6.1.2. Velocidade que o fluido percola a coluna

Pela compressibilidade desprezivel dos liquidos e assumindo um processo
isotérmico, a vazdo volumétrica da fase movel (Q) é constante ao longo do sistema.
Assim, a velocidade superficial (us) pode ser determinada facilmente, dependente da
vazdo volumétrica e da &rea de secgdo da coluna (&rea superficial ou geométrica, A.),
Equacdo 21 (GUIOCHON et al., 2006; HARRISON et al., 2015).

ug = —2 (21)

nre?’

no qual, . € o raio da coluna. A velocidade linear (u;) esta relacionada ao tempo de
residéncia de compostos ndo retidos, mas capazes de penetrar nos poros das particulas.
Entdo, u;, € calculado pela velocidade superficial dividida pela porosidade total do
empacotamento, Equacdo 22. A velocidade linear pode ser definida experimentalmente
pela razdo do comprimento percorrido (L) pelo tempo que um tracador (ndo retido)
percola a coluna (tr, hold-up time) (GUIOCHON et al., 2006; HARRISON et al., 2015).

u =l b (22)
Na velocidade intersticial (u;) a area contabilizada é a dos intersticios, que pode ser
definida pela Equacéo 23.
U ==, (23)

€1

2.6.2. Modelo ideal (IM)
Os modelos mais simples séo 0s que possuem somente uma equagao para descrever

o perfil de concentracdo de um componente através da coluna (Equagdo 24). Todo
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desenvolvimento matematico para obtencéo da Equacéo 24 pode ser consultadoem B.1.1.

Balanco de massa para modelos de uma equacéo.

oC; , (1—ep)0Cg; a%¢; u aC;
at e ot Ligz2 L 5z

(24)

Na Equacg&o 24 pode ser denominada de equag&o convectiva-dispersiva ou tambem
de “equagdo de transporte do componente i”. Nela, C; corresponde a concentracdo na fase
movel e Cs; a concentracdo do componente i na fase estacionaria, Dy ; a disperséo axial
do componente i, t ao tempo e z a posi¢do na coluna. O termo dispersivo (relacionado ao

D, ;) procura incluir os efeitos de espalhamento pelo transporte de massa nos intersticios,
enquanto o termo de u;, % inclui o transporte advectivo da fase movel (GUIOCHON et

al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).

O termo de dispersdo axial estd relacionado ao modo com que 0s componentes
permeiam os intersticios ao longo da coluna, causando efeitos de espalhamento que sdo
devido a combinacdo da difusdo da molécula na direcdo longitudinal e da diferenca de
velocidade com que ela pode atravessar um leito empacotado ao considerar diversos
caminhos. Esses efeitos da tortuosidade na dispersdo axial também sdo mencionados na
bibliografia como eddy diffusion. Essa combinacdo de efeitos é independente dos
mecanismos de transporte de massa para dentro da particula e das outras contribuicdes de

origem cinética para o alargamento da banda (GUIOCHON et al., 2006).

A velocidade do termo advectivo utilizada aqui € a velocidade linear, também
conhecida como “velocidade cromatografica” definida pela Equagdo 22, cuja definigdo
de velocidade foi detalhada na secdo 2.6.1.2 (GUIOCHON et al., 2006; HARRISON et
al., 2015; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019). A porosidade total (¢7) normalmente é
empregada para os modelos de uma equagéo, no qual engloba toda porosidade intersticial
e do poro dentro da coluna (empacotamento), o que esta descrito em maiores detalhes na
secdo 2.6.1.1 (GUIOCHON et al., 2006; HARRISON et al., 2015; SHEKHAWAT;
RATHORE, 2019).

Guiochon et al. (2006) classificam as hipdteses envolvidas na modelagem
matematica da coluna como cromatografia ideal ou ndo ideal. No modelo ideal (Equacao
25), supde-se que as fases movel e estacionaria estejam em equilibrio a cada seccéo da

coluna. Assim, nesse caso, o termo da concentracdo na fase sélida (C; ;) € definido pela
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propria isoterma de equilibrio (gq;, Equacéo 3), isto € C;; = q; (GUIOCHON et al., 2006;
SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).

Neste modelo, todos os efeitos de transportes sdo desprezados e o equilibrio
termodindmico é responsavel pela posi¢do e formato do pico (GOLSHAN-SHIRAZI;
GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et al., 2006; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017).

oc | (-epda; , 3¢ _
ot T er oc T WL 62_0 (25)

O modelo € importante para o caso ndo linear, pois o formato dos picos de altas
concentracdes sdo essencialmente controlados pelo equilibrio quando usadas colunas
relativamente curtas. Deste modo, é possivel estudar a influéncia da termodinamica
nesses perfis, independentemente da influéncia da cinética de transferéncia de massa
(GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019). Entretanto, a medida que
a massa percorre a coluna, existe a influéncia dos varios efeitos relacionados a
transferéncia de massa, que incluem mecanismos moleculares de difusdo e também
devido ao escoamento da fase fluida (GUIOCHON et al., 2006).

Desta forma, a utilizacdo do modelo de cromatografia ideal contribui para a
compreensdo de alguns dos fendbmenos da cromatografia preparativa, tais como, limites
difusos e da forma do perfil sob condicBes de sobrecarga, ou seja, em uma cromatografia
ndo linear (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1994; GUIOCHON et al., 2006). No
entanto, a difusdo massica € responsavel pelo alargamento dos picos, em que os perfis de
banda sdo mais suaves do que o previsto pelo modelo ideal, assim, o perfil de choque
(ingreme) tende a desaparecer, substituido por um pico de formato mais préximo a curva
Gaussiana (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et al., 2006).

Na cromatografia linear, que se aproxima de uma injecdo em condicdes analiticas,
a forma do pico na alimentacdo permanece inalterada & medida que o componente é
transportado pela coluna. Assim, para o modelo ideal linear, o pico é simplesmente
deslocado e sofre os efeitos de retencdo na coluna. Essa retencdo é caracteristica do
componente e representada pelo parametro de equilibrio da lei de Henry.

Nos modelos néo ideais, a eficiéncia da coluna tem um valor finito e mensuravel.
Por isso, ha varios modelos de cromatografia ndo ideal de uma equacdo, que serdo
apresentados nos proximos topicos (GUIOCHON et al., 2006). Estes modelos devem

incluir fendmenos que sdo responsaveis pelo alargamento de banda, entre eles, a dispersao
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axial, a cinética de transferéncia de massa e a cinética de adsorcdo (GOLSHAN-
SHIRAZI; GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et al., 2006).

2.6.3. Modelo equilibrio dispersivo (EDM)

Considerado o modelo ndo ideal mais simples, no EDM (Equacdo 26) o efeito
termodindmico, cinético e de transporte de massa € representado pela isoterma de
equilibrio (Equacéo 3) e pelo termo de dispersdo aparente (D,) (GOLSHAN-SHIRAZI;
GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et al., 2006). Diferentemente do coeficiente de
disperséo axial (D, ;), o termo difusivo no EDM leva em conta todos os efeitos de
espalhamento, incluindo o transporte de massa intersticial e também no interior das
particulas, por isso a denominacao “aparente” do coeficiente D,,.

ac; (1—-e7) dq; ac; 6ZCi
ot | U-er)oq; %i_p 24
6t+ er 6t+u62 @ 9z2’

(26)

No EDM, a notacdo g; é adotada do mesmo modo que para 0 modelo ideal (1IM),
no qual corresponde a concentragdo do componente i adsorvido na fase estacionaria em
equilibrio com a fase movel na seccdo da coluna. O equilibrio em cromatografia liquida

ndo linear costuma ser regido pela Equacédo 3.

Na préatica, o modelo equilibrio-dispersivo assume que as fases movel e estacionéria
estdo constantemente em equilibrio e que efeitos devido aos desvios dessa hipdtese
podem ser agrupados em um termo de dispersao aparente. Além disso, no EDM pressupde
que os coeficientes de dispersdo dos componentes permanecam constantes,
independentemente da concentracdo do soluto (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON,
1992; GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019; STABY;
RATHORE; AHUJA, 2017).

Neste modelo, o equilibrio de fases seria instantaneamente estabelecido a cada
secc¢do, isto &, considera-se a priori que o transporte de massa entre as fases é instantaneo,
de resisténcia desprezivel (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et
al., 2006). O conceito Height Equivalent to a Theoretical Plate (HETP) busca explicar,
principalmente, o efeito do alargamento da banda observado no cromatograma. A
terminologia, originaria da andlise da destilacdo, aproxima um cromatografo em uma

série de tanques bem misturados, ou seja, em equilibrio termodinamico (HARRISON et
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al., 2015). Neste caso, 0 numero de pratos (N), Equacdo 27, pode ser definido por meio

das propriedades de uma curva gaussiana, Figura 6.

_tg? g2 L
o2 (wp/4)?2  H

: (27)

em que, tg, L e H sdo o tempo em que a molécula fica retida na coluna, comprimento da
coluna e a altura da placa tedrica, e as propriedades da gaussiana sdo o desvio padrao (o)

e a largura do pico na base (interceptacdo das retas na base) (wp).

Quando relacionado D, a teoria de nimero de pratos tedricos, o coeficiente de
dispersdo aparente pode ser representado pela Equacdo 28 (GOLSHAN-SHIRAZI;
GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et al., 2006).

Hup _ Lup

Dq = 2~ 2N’ (28)

A altura do pico cromatogréafico (H) é uma medida comumente empregada para a
eficiéncia da coluna de condigdes cromatograficas de baixa carga, ou seja, amostras
diluidas (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1992; GUIOCHON et al., 2006).

2.6.4. Modelos cinéticos agrupados (LKM)

Os modelos cinéticos agrupados ja utilizam o balanco diferencial em uma sec¢édo
da coluna cromatografica (Equacdo 24) com o termo de acumulo distribuido em porcdes
distintas, uma para cada fase (GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE,
2019). Os modelos podem ser divididos em modelo de transporte dispersivo ou de reacao
dispersiva (SHEKHAWAT; RATHORE, 2019), conforme o tratamento dado para o

acimulo na fase solida, termo relacionado ao Cs; (Equacéo 24).

2.6.4.1. modelo de transporte dispersivo
No modelo de transporte dispersivo, a cinética da adsor¢do-dessorcao é considerada
instantanea, mas a cinética de transferéncia de massa ndo (GUIOCHON et al., 2006). Em
outras palavras, a cinética de adsorcdo-dessorcdo seria negligenciada, e o termo de
acumulo na fase estacionaria seria calculado pelo transporte de massa (SHEKHAWAT;
RATHORE, 2019). A Equag&o 29 representa 0 modelo de forga motriz linear baseado no
coeficiente global de transporte de massa, k,,,, (GUIOCHON et al., 2006), que inclui a
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resisténcia da transferéncia de massa no filme da particula adsorvente (GUIOCHON et
al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).

665,1-

ar km(Ci — C;), (29)

no qual, C;* é a concentracdo do componente i no liquido em equilibrio com a fase
estacionariaa C,; e C; a concentragdo do soluto da fase movel. Outra forma de calcular o

transporte € pelo modelo de forga motriz linear no sélido, Equacao 30.

665,1-

Py S kf(Cs,i* - Cs,i)’ (30)

em que, C,; € a concentragdo do componente i adsorvido na particula, ks o coeficiente
global de transferéncia de massa do modelo de forca motriz linear no sélido e C;;" a

concentracdo do componente i na fase estacionadria em equilibrio com a fase movel
(GUIOCHON et al., 2006; SHEKHAWAT; RATHORE, 2019).

2.6.4.2. modelo de reacdo dispersiva
No modelo de reacdo dispersiva, considera-se que a cinética do processo de
adsorcédo ou troca ibnica é mais lenta que o transporte de massa entre as fases, assim, as
contribuicdes das resisténcias de transferéncia de massa para o alargamento da banda
seriam despreziveis. Portanto, a concentracdo do componente i retido na fase estacionaria
(Cs,;) € regida principalmente pelos modelos cinéticos. Como por exemplo, 0 modelo de

adsorcao de Langmuir (Equacdo 10).

2.6.5. Modelo geral de taxa (GRM)

O modelo fenomenol6gico mais detalhado é o modelo de taxa geral, que busca
descrever individualmente os diversos mecanismos fundamentais que ocorrem em um
processo de cromatografia: a convecgdo, dispersdo axial, transporte de espécies para
dentro e fora das particulas e a difusdo de espécies pelos poros das particulas
(GUIOCHON et al., 2006; STABY; RATHORE; AHUJA, 2017). Além das suposi¢des
gerais apresentadas para os principais modelos matemaéticos, duas consideracdes

adicionais sdo muito importantes, sendo elas:

e 0 fluido dentro dos poros de particulas esta estagnado, ou seja, ndo ha fluxo

convectivo,
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e 0s parametros de transferéncia de massa sdo independentes da posic¢do na coluna e

do tempo de operacao (GU, 2015).

A principio o modelo geral considera separadamente as duas fracdes da fase movel:
a fracdo que percola os intersticios da coluna (Equacdo 31) e a fracéo estagnada (Equacéao
32), contida nos poros das particulas porosas (GUIOCHON et al., 2006). Ao considerar

geometria esférica para as particulas no leito tem-se:

ac;, - (1-g) _ 9%C;  usdC;
at + & apkc Cl Cp.l|r=7‘p - DL’l aZZ 15 aZ’ (31)
aCy;  (1-£p)dCs; Defetiva[1 @ OCp,i
pi | (1) 0Csi _ Deferiva [__(rz &)] (32)
at &p ot &p r2or or

em que a, € a area superficial externa as particulas por unidade de volume, k. o
coeficiente de transferéncia de massa de pelicula (do seio do fluido para a particula), C;
a concentragdo do componente i na fase movel na regido intersticial, C,; a concentracdo
do componente i na fase movel dentro da particula, 7, o raio da particula, D, ; a dispersédo
axial do componente i, t 0 tempo, z a posi¢éo na coluna, r a posi¢do na particula, Cs; a
concentragdo do componente i na fase estacionaria e Der.ivq @ difusividade efetiva. A
concentracdo do componente i retido na fase estacionaria é regida pelos modelos cinéticos
de adsorcdo, um exemplo, a Equagdo 10 (GU, 2015; GUIOCHON et al., 2006;
SHEKHAWAT; RATHORE, 2019):

A difusividade efetiva descreve os mecanismos de difusdo dos componentes nos
poros (D,), incluindo a difuséo de superficie (Ds), assim (GUIOCHON et al., 2006), g, ;
é a concentracdo do componente i na fase estacionaria em equilibrio com a fase mével no

interior do adsorvente.

0qp;
Defetiva = €pDp + 1- gp)DS ac:l-’ (33)

Deste modo, poderiamos representa-la de modo geral para cromatografia liquida
pela isoterma de equilibrio de Langmuir, Equag&o 3, no qual b é a constante de equilibrio
b =k,/k; (GUIOCHON et al., 2006).

O modelo geral de taxa se torna bastante complexo quando se utilizam equagdes
para equilibrio ndo lineares, principalmente para misturas de multiplos componentes.
Diante disso, ndo é possivel assumir que os picos cromatograficos desses componentes
sdo independentes como na isotermas de equilibrio lineares (GOLSHAN-SHIRAZI;

GUIOCHON, 1992). A inclusdo dos varios parametros cinéticos relacionados a adsor¢do
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e transporte de massa requerem a determinacdo independente de muitos parametros.
Assim, é necessaria a aquisicao de dados de perfil de banda em ampla gama de condices
experimentais (GUIOCHON et al., 2006). Além disso, 0s custos computacionais para

resolucdo numérica do modelo séo elevados.

2.7. Solugdo matematica dos modelos fenomenolégicos para simulacéo de colunas

cromatograficas

A simulacdo cromatografica utilizando modelos fenomenoldgicos esta cada vez
mais sendo abordada na literatura (DE LUCA et al., 2020; JAVEED et al., 2011;
RISCHAWY et al., 2019; SANCHEZ-REYES et al., 2021; VON LIERES;
ANDERSSON, 2010). Apesar do modelo geral de taxa (GRM, com duas equacdes de
transporte) ser bastante abordado na literatura (HAHN et al., 2015; KUMAR et al., 2015;
OSBERGHAUS et al., 2012b), a quantidade de parametros cujas medidas experimentais
sd0 necessarias pode dificultar sua aplicagdo no desenvolvimento de métodos
cromatograficos. Em contrapartida, modelos com apenas uma equacdo de transporte ja
foram abordados para diversas configuracGes cromatogréaficas e podem representar bem
diversos sistemas. O EDM para cromatografia de interacdo hidrofébica ou fase reversa
(ASBERG et al., 2013; DE LUCA et al., 2020; WANG, Gang; HAHN; HUBBUCH,
2016) e o LKM para cromatografia de troca ionica (KARLSSON et al., 2004;
SANCHEZ-REYES et al., 2021) ganham destaque.

As equac0es diferenciais parciais (como exemplo as Equacdes 24 e 26) podem ser
discretizadas na posicéo da coluna (z), gerando equacdes diferenciais ordinarias. A priori,
é possivel utilizar distintos métodos de discretizacdo na solucdo da equacdo diferencial
de balango: diferencas finitas, elementos finitos ou volumes finitos (GOLSHAN-
SHIRAZI; GUIOCHON, 1992, 1994; GUIOCHON et al., 2006; JAVEED et al., 2011;
MEDI; AMANULLAH, 2011).

O método por volumes finitos é fortemente discutido na literatura pelo potencial de
resolver descontinuidades numeéricas. Entre as principais vantagens estdo a precisdo de
alta ordem em grades grosseiras (poucos pontos discretos), por exemplo, evitando difuséo
e dispersdo numérica que podem levar a solugdes incorretas (JAVEED et al., 2011, 2012;
MEDI; AMANULLAH, 2011; QAMAR et al., 2016), a0 menos quando associado
esquema de interpolacdo adequado. Neste caso, o calculo das faces foi ajustado para evitar
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instabilidades caracteristicas de um problema difusivo-advectivo (JAVEED et al., 2011,
MEDI; AMANULLAH, 2011), como € o caso da cromatografia.

Os métodos de interpolagdo das faces dos volumes finitos mais abordados sdo o
Upwind de primeira ordem (Equacdes 99, 100 e 101 do Apéndice B.1.1.), o de segunda
ordem kappa (Equacdes 102, 103 e 104) e métodos de altas ordem TVD pelas Equacdes
105, 106 e 107. Nos métodos de alta ordem, sobrepde-se um limitador de fluxo para a
interpolagéo. Os principais limitadores de fluxo estdo descritos na Tabela 1 (JAVEED et
al., 2011, 2012; MEDI; AMANULLAH, 2011; QAMAR et al., 2016).

Tabela 1 - Limitadores de fluxo para os métodos TVD

Limitador de fluxo Formula
Koren ‘ ®(r;) = max (0, min (Zr]-, min(1/3 +2/3r;, 2)))
Superbee ‘ ®(rj) = max (0, min(2rj, 1), min(;, 2))
Minmod ‘

Cb(r]-) = max (0, min(l, r]-))

Uma vez discretizados na posi¢éo da coluna, os integradores precisam ser aplicados
para resolver o problema de integragdo numérica no tempo. Um dos integradores mais
utilizados em solucBes gerais é 0 Runge-Kutta de quarta ordem (CHERNEV; VANDE
WOUWER; KIENLE, 2020; JAVEED et al., 2011, 2012; MEDI; AMANULLAH, 2011;
QAMAR et al., 2016). Entretanto, também é possivel encontrar outros solucionadores de
distintas ordens e passo variavel, tal como o método Backward Differentiation Formulas
(BDF). Além disso, hd métodos recomendado para problemas rigidos, stiff (CHERNEV;
VANDE WOUWER; KIENLE, 2020; JAVEED et al., 2012).

Para solucédo desses problemas, condi¢des de contorno devem ser estabelecidas.
Normalmente se utilizam condigdes de vaso fechado (JAVEED et al., 2011, 2012;
RISCHAWY et al., 2019).

2.7.1. Condigdes de contorno para entrada e saida da coluna

Na primeira face da coluna, as condi¢des de contorno geralmente implementadas
séo as de funcdo prescrita e as de Danckwerts (GUIOCHON et al., 2006; JAVEED et al.,
2011; RISCHAWY et al., 2019). A condigdo de “fungdo prescrita” é reconhecida nas
entradas (Cr..q) € internamente ao programa desenvolvido pela denominacdo “pulso
retangular”. O termo mencionado esta relacionado a hipotese de funcéo prescrita para o

contorno, ndo ao comportamento da concentracdo na entrada em fungdo do tempo. Assim,
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a implementacdo é capaz de simular qualquer funcdo de concentracdo com o tempo na
entrada. Nesse caso, se aplica a inje¢do (C;y,;) igual a injecdo do componente i na entrada
da coluna (Equacdes 34, 35 e 36), conhecido como condi¢do de contorno de vaso
fechado. Ja na condigdo de saida, a concentragdo que sai da coluna (Cg,4,) € igual & do

ultimo né Cyyiqq = Ci(z = L, t).

Creea(zt=0)=0; 0<z<1, (34)
Cfeed(z = 0, t) = Cinj; 0t tinj’ (35)
Cfeed(z =0, t) = 0; tinj <t. (36)

Diferentemente da condi¢do de contorno anterior, a de Danckwerts considera 0s
efeitos de dispersivos no balan¢o de massa da entrada da coluna, neste caso a Equacgéo

35 é substituida pela Equagdo 37.

DL,i oua (Cj_cfeed) i
uy, Az !

Cfeed(z =0,t) = Cinj +

0<t <t (37)

Com as condicdes de contorno devidamente estabelecidas, é possivel executar
solugdes numeéricas com precisao e eficiéncia. No campo da cromatografia, por exemplo,
a simulacdo de picos cromatograficos é uma tarefa complexa que requer um alto grau de
precisdo (JAVEED et al., 2011). Felizmente, existem vérias plataformas disponiveis no
mercado que sdo capazes de realizar essa tarefa. (HAHN et al., 2015; LEWEKE; VON
LIERES, 2018).

As plataformas computacionais auxiliam no desenvolvimento desses métodos, no
entanto, o uso dessas ferramentas ndo sdo garantias contra armadilhas, como correlagédo
entre parametros do modelo, utilizagdo de modelo demasiadamente simples ou complexo
para a abordagem necessaria a aplicacdo, incertezas ou mesmo Viés experimental ou
estimativas de parametros imprecisas (RISCHAWY et al., 2019). Todavia, um dos
grandes desafios da area estad na precis@o e na representatividade fisica dos parametros de
transporte de massa e adsor¢do (GUIOCHON et al., 2006; LIETTA et al., 2022). O que

sera discutido na préxima secao.

2.8. Estimacao de parametros cromatograficos

Apesar dos avancos tedricos possibilitarem o aumento da capacidade preditiva,

muitas vezes na cromatografia preparativa a busca por condicGes de processo ainda é feita
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por métodos de tentativa e erro (BESENHARD et al., 2021; DE LUCA et al., 2020).
Comumente design experimental e superficies de resposta (DoE) sdo empregados para
definir varidveis de processo (BEG et al., 2017; BESENHARD et al., 2021). Entretanto,
este método ndo € muito superior ao de tentativa e erro, pois ambos exigem grande esforco
experimental, ainda sem levar a robustez para extrapolacdes ou generalizacdo de
resultados (BESENHARD et al., 2021).

Os modelos fenomenoldgicos em conjunto com dados experimentais contribuem
para reduzir o nimero de experimentos na obtencdo de condicbes 6timas de separacao
(GHORBANI et al., 2022). No entanto, antes de utilizar um modelo para prever
comportamentos cromatograficos, este deve ser calibrado e validado (HEYMANN et al.,
2022). Contudo, boas praticas de estimacao precisam ser seguidas, no qual o problema a
ser modelado, funcdo objetivo (custo) e outros requisitos relevantes devem ser
cuidadosamente pensados (RISCHAWY et al., 2019).

Ao decidir por um modelo fenomenoldgico, as hipoteses de seu desenvolvimento
precisam ser discutidas (RISCHAWY et al., 2019). Além disso, dentre as aplicacdes
industriais de larga escala, erros sistematicos, como atrasos de bombas (Dwell volume) e
volumes mortos da coluna (Dead volume) podem influenciar na estimagdo parametros
que ndo condizem com a realidade. O volume morto (Dead) € aquele ocupado pelo espaco
entre a saida da coluna e o detector. J4 o volume de retencdo montante (Dwell)
corresponde ao espaco entre 0 bombeamento de solventes e a entrada da coluna, o que
inclui o volume de troca e mistura dos solventes que sdo utilizados no experimento.
Assim, ao mudar o equipamento de separacdo (cromatdgrafo), os modelos ndo sdo
capazes mais de representar o processo (BERNAU et al., 2022; GRITTI, 2021;
HEYMANN et al., 2022).

Parametros que representem ou quantifiquem com certa precisdo 0s mecanismos
fisico-quimicos sdo fundamentais para aplicacdo de modelos fenomenologicos na
cromatografia industrial. Considerada uma das etapas mais demoradas, a estimagéo
desses parametros pode ficar mais dificil a medida que a complexidade do modelo
aumenta. Portanto, depois de discutir a necessidade do modelo a ser desenvolvido,
baseando-se na aplicacdo (desenvolvimento de processo, otimizacdo, aumento de escala,
etc), a calibragdo do modelo é fundamental. Por calibracdo entende-se a obtengdo dos

parametros do modelo, por exemplo, pelo ajuste dos pardmetros a partir de

Pagina |62



REVISAO BIBLIOGRAFICA

cromatogramas. Apés a determinacdo dos parametros, também é relevante uma analise

de sensibilidade e estimativa da incerteza dos parametros (RISCHAWY et al., 2019).

Diferentes algoritmos de otimizacdo (busca) séo introduzidos para estimacdo de
parametros de modelos fenomenoldgicos (HEYMANN et al., 2022). Entre eles, estdo os
métodos Levenberg-Marquardt (LIETTA et al., 2022), Simplex (DE LUCA et al., 2020),
algoritmo reflexivo da regido de confianga (BRANCH; COLEMAN; LI, 1999;
HEYMANN et al., 2022), gradiente descendente e algoritmos genéticos (HEYMANN et
al., 2022; RISCHAWY et al., 2019).

No desenvolvimento de métodos cromatograficos € comum alguns procedimentos
para estimacdo de parametros de adsor¢do e de transporte de massa, as etapas estdo
representadas na Figura 9.

Figura 9 — Metodologias usualmente aplicadas para estimagéo de pardmetros cromatogréficos.
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Caso néo se tenha o conhecimento minimo sobre a amostra a ser purificada, como
solubilidade, afinidade, ponto isoelétrico e polaridade. Experimentos iniciais, em distintas
colunas e condicOes de fase movel, sdo muitas vezes o primeiro caminho para verificar

as primeiras informag6es do método de separagdo a ser desenvolvido (Etapa 1 da Figura
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9). Posteriormente, curvas de ruptura podem serem aplicadas para determinar condicdes
de saturacao da coluna (Etapa 2 da Figura 9), que geralmente sdo reproduzidas com uma
quantidade pequena de experimentos. Assim, a estimagdo dos pardmetros de adsorgéo
(Etapa 3 da Figura 9) pode sobrevir por isotermas de equilibrio ou pelo método inverso
(ASBERG et al., 2013; DE LUCA et al., 2020; HAGHPANAH et al., 2011; LIETTA et
al., 2022). Por fim, os parametros estimados s&o utilizados para simular outras condic¢oes
cromatograficas, o que também pode ser uma etapa de validacéo (Etapa 4 da Figura 9).

O ajuste dos parametros de modelos fenomenoldgicos a partir de cromatogramas €
conhecido como “método inverso” e geralmente utiliza a soma quadratica dos residuos
do modelo frente aos dados experimentais como fungdo a ser minimizada (melhor
discutido nas sec¢des 2.8.1 e 2.8.3). No geral, para calibracdo dos pardmetros de transporte
de massa, experimentos de injecdes tipo pulso sdo aplicadas (HEYMANN et al., 2022;
LIETTA etal., 2022; RISCHAWY et al., 2019).

Nos parametros de isotermas de adsorcdo, geralmente duas abordagens sdo
empregadas: ensaios em coluna e ensaios em batelada, sendo mais comum o de coluna.
Neste caso, as curvas de ruptura experimentais sdo reproduzidas por cromatografia de
analise frontal (ASBERG et al., 2013; DE LUCA et al., 2020; HAGHPANAH et al.,
2011; LIETTA et al., 2022). Considerado um método dindmico, esta abordagem é
amplamente difundida porque requer uma quantidade minima de testes de coluna
(LIETTA etal., 2022).

Por outro lado, experimentos em batelada esta se tornando cada vez mais difundido,
especialmente com novas tecnologias de alto rendimento (LIETTA et al., 2022). Embora
sejam considerados, na maioria das vezes, mais trabalhosos e fornegam menos
informagdes (método estatico) do que os testes de coluna, a grande quantidade de dados
gerados (espaco amostral) e a redugdo no consumo de reagentes sdo fatores muito
atrativos para o método em batelada (LIETTA et al., 2022).

O procedimento habitual para estimacao de parametros cromatograficos por meio
de experimentos em batelada esta esbogado na Figura 10 (ALTERN et al., 2023; FIELD;
KONSTANTINIDIS; VELAYUDHAN, 2017; LIETTA et al., 2022; RAJENDRAN et
al., 2020; SHEKHAWAT et al., 2023). No caso da miniaturizagéo experimental (HTPD),
a obtencdo de uma grande quantidade de dados pode trazer dificuldades para modelagem,
e ndo serem determinantes para ensaios em coluna (ALTERN et al., 2023). Outro

problema estdo em como os dados sdo extraidos. Sendo assim, os dados obtidos,
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geralmente, séo referentes ao sobrenadante, ou ndo adsorvido (Etapa 1 da Figura 10).
Estes sdo utilizados para estimacdo de parametros empregando modelos de adsorcao
(Etapa 2 da Figura 10), melhor detalhado na secdo 2.8.2. Pardmetros estimados sdo
validados por meio de modelos fenomenologicos (Etapa 3 da Figura 10) e validado por

cromatogramas experimentais (Etapa 4 da Figura 10).

Figura 10 - Procedimento comumente empregado para estimacao de pardmetros por meio de dados
obtidos em experimentos em batelada.
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Na cromatografia preparativa, geralmente a forma do pico se desvia
significativamente da simetria gaussiana (DE LUCA et al., 2020; DONDI et al., 2000).
Assim, a estimacdo de parametros ¢ dificultada devido a ndo linearidade de adsorgéo
(DONDI et al., 2000). Portanto, uma estimagdo com informacdes experimentais dos
efeitos em coluna e batelada poderia ser uma alternativa para prever interagoes
comportamento em coluna. Assim, é possivel fazer uso dos dados de triagem em conjunto
aos ensaios em coluna para prever o processo, 0 que garante melhor aproveitamento de
dados, que de todo o modo costumam ser obtidos no desenvolvimento de processos de

separacao.
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2.8.1. Estimag&o por minimos quadrados
Para a estimativa dos parametros utilizando os dados em batelada e em coluna, o
método dos minimos quadrados ponderados (MQP) (Equacdo 38) pode ser aplicado
(NELLES, 2020).
min —>]_fTW£, (38)

em que @ é o vetor de parametros (p X 1), f € o vetor de erros (N x 1) e W é a matriz de

pesos (N x N). No caso dos minimos quadrados classicos (MQC), a matriz de peso € a
matriz de identidade (I x n) (NELLES, 2020). Deste modo, a matriz de covariancia dos
parametros (Equacdo 39) pode ser escrita empregando a matriz B, que é definida como a

matriz da derivada de f em relacdo a 6.

cov(8) = (BTWB)_l—fpi), (39)

'w
(N
A inferéncia do erro do modelo pode ser avaliada a partir da propagacéo linear da

covariancia do parametro, Equacdo 40 (NELLES, 2020).
cov (37) = Xcov(8)XT, (40)

em que X é a matriz dos derivados do modelo com relagéo a 6.

2.8.2. Estimacado de parametros empregando dados experimentais em
batelada

Os parametros das isotermas podem ser obtidos por trés abordagens experimentais
de adsorcdo em batelada distintas, de modo a varrer as condi¢fes experimentais variando
somente um fator (CASSOL et al., 2014a; KOBER et al., 2019, 2021). Na primeira, a
variagéo da concentracéo inicial de adsorbato (Cy, o) ocorre, enquanto o volume de solugao
liquida (V) e massa de adsorvente solido (M) sdo mantidos constantes. As outras duas
formas seriam variar V,, ou M mantendo C, ,, constante. Uma organizagdo mais precisa
da situagéo seria definir C;, o e a relagéo /M como variaveis (KOBER et al., 2021), pois
é a razdo V,/M que define as concentracdes de equilibrio a serem obtidas para tempos
longos de batelada e ndo V;, e M separadamente. A estratégia adotada nessa tese envolve
variacOes da massa de resina (M), que por sua vez levam a distintas concentragdes

experimentais em equilibrio do soluto na fase liquida (C;**). A concentracdo
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experimental na fase sélida (q®*?) pode ser obtida diretamente pelo balango de massa,

Equacéo 41.
4 = (Cro — CI™) 3 (41)

em que, V; corresponde ao volume de solido e possui a mesma base de calculo para
volume que g¢*? , usualmente contabilizando o volume de particulas no sistema. A
variavel V; esta diretamente associada a massa de resina (M), uma vez que correspondem
a quantidade de resina da batelada, em termos volumétricos ou massicos,
respectivamente. Assim, o calculo do V; é definido pela massa de resina dividida pela sua
densidade aparente V; = M /pg,,,, Uma vez que a massa de sélido € pesada para inclusdo

nos pogos.

A alteracdo de V; ou M mantendo C , constante a cada batelada leva a alteracéo da

razdo V,/V;, que possui impacto sobre o balanco de massa da batelada (Equacdo 41) e

assim desloca o equilibrio obtido ao final do processo.

Uma maneira de estimar os pardmetros de adsor¢ao (0) ¢ minimizar diretamente a
soma dos quadrados dos residuos (Equacdo 42) entre o modelo de isoterma de equilibrio
que estima a concentragdo no sdlido (g™°%) dado pela Equacdo 3 e a concentragio
adsorvida experimental (q¢*P), Equacdo 41 (KOBER et al., 2019).

fi = a™ —a™, (42)

em que, o i-ésimo elemento do vetor f calculado e ;" = ¢;*" (¢ ;"
Como a concentracdo do sobrenadante é a que de fato é mensurada, o procedimento

de ajuste apresentado implica numa correlagdo direta entre g;** usado e o valor medido
de fato. De modo distinto, podemos substituir a Equacdo 3 no balan¢o de massa da
Equacdo 41 e obter a Equacdo 45 para o calculo da concentracéo no liquido em equilibrio,

CZ”Od (CASSOL et al., 2014a; KOBER et al., 2019, 2021; TOLAZZI et al., 2018).
CL,OVL =C,V, +qVs, (43)

b, + CL(1+bgy — bCo) = Cro =0, (44)

-B+ /ﬁ2+4cLob
mod __ i
cmod = —~

2b >

(45)
em que, B é definido pela Equacdo 46.

Vs
=1+ bqsa —bCyp (46)
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Sendo assim, a outra forma de estimacao dos parametros em batelada é dada pela
Equacdo 47, de modo que o valor escalar Cﬁ-"d é estimado a partir da Equacdo 45
utilizando diretamente dados experimentais fixados no ensaio, ou seja, conhecidos a

priori no experimento (sdo eles Cy o,V € Vs).

= [ciP — ¢l (47)
Para a definicdo da funcéo objetivo na Equacdo 47, os valores experimentais séo
obtidos para cada (i-ésimo elemento do vetor f calculado) concentracdo de equilibrio
(i}

2.8.3. Estimac&o de parametros a partir de experimentos em coluna

Existe a possibilidade de estimar todos os parametros 6 de um cromatograma por
meio da abordagem inversa, ou método inverso (FELINGER; ZHOU; GUIOCHON,
2003; FORSSEN; ARNELL; FORNSTEDT, 2006; HAHN et al., 2016). Nesse caso, 0
problema de otimizacgéo ndo linear pode ser resolvido tanto por CLS ou WLS.

A desvantagem da soma dos erros quadrados classica esta na extrema sensibilidade
aos deslocamentos no tempo de retencdo dos picos e ndo a forma dos cromatogramas
(ajustados geralmente pela dispersdo axial). Uma maneira de lidar com isso é usar WLS,
0 que proporciona mais sensibilidade a forma geral e mais tolerancia a pontos iniciais ndo
sobrepostos (HEYMANN et al., 2022; LIU et al., 2013). Para 0 MQC e 0 MQP, f foi

definido pelas Equacdes 48 e 49, respectivamente.

f=e (48)

e
r =g (49)
em que, e é um vetor de residuos N x 1 entre o cromatograma experimental (y) e o
modelo do cromatograma (9). O i-ésimo elemento do vetor y, § é um vetor de desvio

entre o pardmetro a ser estimado, 6, e os pardmetros conhecidos a priori, 8, ou seja, 8 =
(Q— Q) Para os minimos quadrados ponderados, a matriz W pode ser definida pela

Equacdo 50 (NELLES, 2020).

W= [ Z] (50)
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em que W, € o inverso tedrico da covariancia do erro/ruido do cromatograma e W, o
inverso da matriz de covariancia dos parametros estimados dos experimentos com em
batelada. Desta forma, o emprego 0os minimos quadrados pesados (MQP) poderia ser a

alternativa para uma estimativa conjunta dos ensaios em batelada e em colunas.
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3. METODOLOGIA

Uma breve descri¢do da ferramenta computacional que foi desenvolvida estd no

decorrer do préximo topico. Subsequente, a etapas e 0s aspectos do método proposto séo

apresentadas detalhadamente.

cromatogréfico foi resumido da Figura 11.

O protocolo de desenvolvimento de métodos

Figura 11- Diagrama de fluxo da metologia proposta que resume 0s passos para estimar 0s parametros.
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A metodologia proposta segue 0s seguintes topicos.

3.1.

Aquisicdo de dados usando experimentos em microplacas e detecgdo de
outliers: os experimentos em microplacas foram empregados para triagem de
resinas cromatograficas, em que esse método de baixo custo forneceu muitos dados
ruidosos e podem estar sujeitos a outliers.

Estimativa de parametros a partir de microplacas com base apenas na
concentracdo de liquido: os dados obtidos em microplacas foram utilizados para
estimacdo dos parametros de isoterma de equilibrio. Embora muito usada na
literatura sobre cromatografia, a formulacdo de minimos quadrados perde seu
significado estatistico quando a variavel medida, sujeita a ruido, é definida como
variavel independente, como no caso da concentragdo adsorvida. Portanto, duas
abordagens de estimacao de parametros de isoterma foram comparadas.
Estimativa do parametro dispersivo e reestimativa dos parametros da
isoterma usando o Modelo Dispersivo de Equilibrio (EDM) e os minimos
quadrados ponderados: O modelo EDM é uma das abordagens mais simples para
representar uma coluna de cromatografia. Os resultados demonstraram que a
aplicacdo dos minimos quadrados ponderados (WLS) possibilita a integracdo dos
dados obtidos em microplacas com os cromatogramas, visto que a curva L contribui
para a definicdo da matriz de ponderacéo. Este protocolo foi comparado com outras

abordagens de estimacao dos minimos quadrados classica.

Simulador para o desenvolvimento de métodos cromatograficos

Um programa de computador foi codificado para auxiliar no desenvolvimento de

métodos cromatograficos. A ferramenta de tomada de decisdo foi desenvolvida na

linguagem Python (versdo 3.9.13) e tem como objetivo abranger o0 maximo de tipos de

processos cromatograficos, com um foco especial para as cromatografias de interacao

hidrofobica e de troca idnica. As principais bibliotecas utilizadas foram numpy

(manipulagdo matricial, versdo 1.21.5), pandas (manipulagdo de dados, versdo 1.4.2) e

scipy (solucionador numérico, versao 1.8.0).

No Apéndice C, as funcionalidades do programa sdo expostas em mais detalhes,

complementadas com analises de velocidade, estabilidade e convergéncia da solucéo

numérica, condi¢bes de contorno e a influéncia do modulador de fase (eluicdo de
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gradiente) na resposta do simulador. No quesito simula¢do cromatografica, a solucéo
matematica utilizada, anélise da convergéncia e instabilidade numérica, e a modelagem

do modificador da fase movel na coluna, estdo descritos nos proximos subtopicos.

3.1.1. Solucdo matematica dos modelos fenomenoldgicos para simulacao de
colunas cromatograficas

Os modelos implementados em codigo nas atividades de desenvolvimento da tese,
e as descricOes pertinentes estdo nas secOes 2.6.3, 2.6.4 e no Apéndice B — Modelos
fenomenoldgicos. O modelo ideal (IM) néo foi mais mencionado no texto pelo fato de ser
muito parecido com EDM, porém desconsiderando os efeitos de transporte de massa
(D, = 0).

A modelagem torna-se mais complexa ao representar os efeitos de alteracdes da
fase moével (eluicdo por gradiente). Nesse caso, 0 Modelo de for¢ca do solvente linear
(LSS), Modelo de interagdo eletrostatica e hidrofébica (MPM) e o modelo Steric Mass-
Action (SMA, secdo 2.5.3) foram empregados para incluir efeitos das interacfes
hidrofobicas (LSS e MPM) e troca ibnica (MPM e SMA). No caso de utilizar o equilibrio
como hipotese, na estrutura algébrica do EDM, somente o LSS foi implementado.

Os principais métodos utilizados, de interpolacdo que seguiu a discretizacdo da
coluna, foram Upwind, kappa, Koren, Superbee e Minmod (Descritos na se¢do 2.7). O
conjunto de equacdes diferenciais ordinarias obtidas ap6s discretizacdo no espaco
(“Apéndice B.1.5.”) foram resolvidas no tempo pelos métodos implicitos BDF e Runge-
Kutta para problemas rigidos (Radau), e 0s explicitos baseados no Runge-Kutta (RK45 e
DOP853). As condi¢des de contorno implementadas foram as de funcéo prescrita e as de

Danckwerts, descritas na sec¢éo 2.7.1.

3.1.2. Indice de Convergéncia da malha (GCI) e a instabilidade numérica

O indice de convergéncia da malha (Grid Convergence Index, GCI) aplica a
extrapolacdo de Richardson para estimar o erro de refinamento de uma simulagéo, no qual
compara dois ou mais tamanhos de malha de discretizacdo. A andlise pode ser executada
com duas ou trés simulacbes de diferentes malhas, uma grosseira, uma média e uma
refinada (VAN HOECKE et al., 2023). Para comparagdo, arbitra-se uma variavel y de

monitoramento, que poderd apontar a melhoria da resposta da simulagdo com o
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refinamento da malha. Por exemplo, em simula¢ées CFD, o campo de velocidade do
escoamento € resolvido, assim, é comum utilizar o modulo da velocidade em uma
localidade de maior interesse ou a queda de pressdo no equipamento. Deste modo, o
primeiro passo foi verificar a ordem de convergéncia da malha (Equacdo 51), em que se
escolheu de variavel monitorada a largura do pico ao final da coluna (cromatograma). A
largura de pico mencionada (w;, da gaussiana na Figura 6) foi obtido por ajuste de uma

Gaussiana.

n Ygrosseira”Ymediana
Ymediana~Y fina

p= in(rs) ' (51)

em que, y € a variavel monitorada em distintas malhas e 7y € a medida da diferenca de
espacamento das malhas (s = Nyyosseira/ Nmeaiana)- POSteriormente, calculou-se uma

malha teoricamente infinitamente fina (Equacédo 52).

Yfina—Ymediana (5 2)
T'fp—l !

Yoo = Yfina
Apos a etapa de extrapolacdo, o GCI foi calculado entre duas malhas, GCI;,
considera a mudanca da rede fina para mediana (Equacéo 53) e GCI,3; da mediana para
grosseira (Equacdo 54). Aplicou-se um fator de seguranca, F, =1.25, para analises de trés

malhas diferentes (VAN HOECKE et al., 2023).

Yfina~Ymediana

Fs

Yfina
GCl,, = rf;_l : (53)

|Ymediana~Y grosseira|
Fsl

GClys = e ] (54)

Verifica-se a resposta é aproximadamente igual a um para confirmar que as
solucBes estdo no intervalo assintético (Equacdo 55). Além disso, para verificar o

intervalo do erro da malha ideal, utiliza-se a Equagéo 56.

rfv%z =1, (55)
[Yfina (1 _%(I)i/z): Yfina (1 +%;Z)]- (56)

No trabalho, o GCI foi empregado para verificar a quantidade de nés (tamanho da
malha na discretizacdo em volumes finitos da coluna) necessaria para estabilizacdo da
solucéo, e escolha do melhor método de discretizacdo da face. A quantidade de nds

definida foi 100, maiores detalhes no Apéndice C.2.1.
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Ja 0 numero de Courant (NC) foi utilizado para evitar instabilidades numéricas,
sendo comumente discutido na literatura (GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1992;
GUIOCHON et al., 2006). A Equacdo 57 apresenta o célculo do passo no tempo (4t) por

meio do NC e o numero de nos (Np):

__NC4z _ NC

Atmax - (L); (57)

ur, ur \Np

em que u;, € a velocidade linear cromatografica (us/er) € L € 0 comprimento da coluna.
Assim, (L/N,) corresponde ao comprimento de um volume de controle, uma vez que a
malha espacial era uniforme. O valor de NC utilizado foi 50, valores acima de 10 ndo

possuem tanto impacto no quesito tempo de simulagéo (Apéndice C.2.1)

3.1.3. Modelo para o modificador da fase mével

Para descricdo e modelagem do gradiente, a concentragdo de modificador de fase
movel foi denominada ¢ (modificador) no presente texto. Na prética experimental,
pressupondo uma cromatografia com mistura de duas fases mdveis, € comum que ¢
assuma a propor¢do de injecdo do solvente modificador, geralmente na proporcéo de
solventes em v/v (volume/volume). Porém, a abordagem preferida no desenvolvimento

da tese sera adotar ¢ como a concentracdo do modificador na fase mével, em mg/mL.

Por hipétese, o modificador de fase ndo € adsorvido na fase sélida, portanto,
assumindo um coeficiente de dispersdo muito baixo, o termo de segunda ordem pode ser
negligenciado na Equacdo 26 (ou na Equacdo 24) para o modificador de fase, 0 que

simplifica a dindmica da concentragdo do modificador para a Equacao 58.

op _ 3¢
E — uL aZ’ (58)

Na Figura 12, observamos que, antes do inicio da injecdo do gradiente, toda a
coluna estd estabilizadaem ¢ = ¢,i,. A distribui¢do na direcdo axial, indicada pela linha
pontilhada da Figura 12a, representa ¢p no momento inicial da entrada do gradiente linear
na coluna. Este € momento em que 0 segmento de reta (rampa), que representa o
gradiente, estaria “fora da coluna”. Esse instante foi denominado de tempo inicial de

INjecao, tgin;-

Em termos gerais, t;; = 0, mas para operagdes mais comuns de cromatografia

teinj > 0, UMa vez que existe uma etapa de carregamento e eluicdo que precede o
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préprio gradiente. Assim, a composicdo da fase mdvel na entrada da coluna (z = 0) ja

ndo serd mais a mesma (¢ # ¢min)- A partir desse momento, a variagdo de ¢ com o

tempo, (aa—‘f) , Seguird o gradiente linear. A Figura 12b representa ¢ em fungéo do
z=0

tempo para na entrada da coluna (z = 0), ou seja, corresponde a funcéo de alimentacéao

do modificador de fase.

A Figura 12a também apresenta a distribuicdo de ¢ na direcdo axial para um
instante de tempo posterior (t > tg ;,;). Nesse caso, o tempo decorrido seria suficiente
para que a seccdo z = 0 da coluna ja estivesse estabilizada no valor final de ¢,
denominado ¢,,,4,. A variacdo de ¢ na seccdo de entrada da coluna (z = 0) tem duragéo
At., sendo que a passagem de At leva o valor de ¢ em z=0 de ¢,,,in, @ Prax- ASSIM, O
tempo final do gradiente (¢ f;,,) pode ser definido como: t; rin = tginj + Atg (conforme

indica a Figura 12b).

Figura 12 - Comportamento de um solvente, mistura de solventes ou sal dentro da coluna, (a) o perfil do
modificador de fase que entra na coluna (vermelho e cercado em pontilhado), vai ser 0 mesmo na regido
interna & coluna (verde), porém deslocado no tempo. (b) ¢ em funcéo do tempo para sec¢do de entrada da
coluna; a concentracdo do modificador injetado na coluna depende do tempo que comega (tg ;) €
termina (¢ fi7) O gradiente.

2 = (t — tefin)

A
' t
) 9@ | |
=] ST
Célula de injecdo a HL( Gini }
¢'max
b) &(1)
‘pmin 1

fG.z'nj rG‘fin

Em outras palavras, a mudanca de ¢ em posicOes internas a coluna sera induzida

pela advecgédo da fase modificadora no sistema a partir da mudanga em ¢ com o tempo
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na entrada da coluna. Dado o tempo para advecc¢éo pela coluna, a distribuicéo espacial de

¢ serad sempre a mesma, mas deslocada no tempo, conforme indicou a Figura 12a.

Portanto, ¢ permeia na coluna como um front, conforme descrito nas Equagdes 59,
60 e 61. ¢Par © Pmin S80 as concentracdes maxima e minima do modificador
(concentracdo do gradiente). z,(t) € a posicdo da frente do modificador em um
determinado momento. Para z maior que z,, a coluna ainda néo é afetada pelo gradiente.
z,(t) é a posicdo de ¢ quando atinge ¢4, Permanecendo nessa concentracdo para

qualquer z menor que z,.

Z2=22Z= uL(t - tO,inj) - ¢ = dmin, (59)

z< 2Zy = uL(t - tf,inj) - ¢} = dmax, (60)
1 min—Pmax

n<z<m = §= b o (L2t g g (61)

em que toin; € tr,in; S&0 0S tempos inicial e final de injecdo do gradiente.

Definido do modo proposto, o gradiente linear do modificador avanca da entrada
da coluna comegando em ¢ ;,,; € alcanca a saida da coluna em um tempo de tragador
(tt), 0 que significa o tempo necessario para uma molécula sem retencdo percorrer a
coluna. Assim, apos (tsn; + tr), a rampa tera iniciado sua saida da coluna. Como a
injecdo € continua, o perfil se translada com uma velocidade u;, até o final da coluna,

assim, ¢ altera a cada tempo e sec¢do da coluna. Portanto, em tempos menores que tg i ;
a concentracdo do modificador sera ¢,,;;, em todo z e maiores que t; ri, + tt SEra Ppax

em todo z. O apéndice B.2 traz a adimensionaliza¢do do modelo apresentado.

A solugdo do modelo dada pela Equagédo 58 foi utilizada para verificar a resposta
do modelo analitico. As respostas se sobrepuseram, indicando que a solugdo analitica
proposta € adequada para modelar a passagem do gradiente pela coluna dadas as hipdteses
adotadas. Nesse aspecto, destaca-se o fato de que a dispersédo axial do modificador foi
desprezada. E importante também destacar que a solugio numérica da Equacio 58, ao
tratar o modificador de fase como um componente do sistema, tornava o tempo
computacional de simulacdo muito maior, impossibilitando a aplicacdo de algoritmos
para ajuste de parametros. Isso ressalta a necessidade de aplicar solugdo analitica ao

problema.
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3.2. Plataforma de estimacéo conjunta

Neste tdpico, ensaios em coluna e em batelada sdo utilizados em conjunto para
previsdes de retencdo de uma molécula modelo. Os materiais utilizados, detalhes dos

procedimentos experimentais e da abordagem numerica.

3.2.1. Materiais

A Solucéo de Tergitol NP-40 (NP40) foi adquirida pela Sigma-Aldrich. Todos os
outros produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. Todas as resinas de
cromatografia empregadas eram silica porosa fabricada pela Kopp Technologies com
diferentes grupos funcionais. A PURIFICA-Y ¢é caracterizada por um didmetro de poro
de 10-15 nm, com grupos funcionais de isobutil (ISO), 3 carbonos (C3), 1 carbono (C1),
cianopropil (CN), fenil (PHE), diol (DIOL) e 18 carbonos encapsulados (PYC18EC).
PURIFICA-X com um diametro médio de poro de 4 a 7 nm, funcionalizada com 18
carbonos encapsulados (PXC18EC). O tamanho de todas as particulas variou de 53 a 75
pum. Dentre essas resinas, a PURIFICA-Y C1 foi selecionada para ser empregada no

experimento em coluna.

Os experimentos em microplacas foram conduzidos usando placas de filtro de 96
pocos quadrados profundos, cada po¢co com um volume de 2,0 mL. As microplacas foram
conectadas a um coletor de vacuo especial (Supelco) para extrair a fase liquida. No estagio
de quantificacdo dos experimentos em batelada, um Multiskan SkyHigh da ThermoFisher
foi aplicado para analise ultravioleta em uma microplaca de leitura (placa transparente
UV de 96 pocos).

Os ensaios de coluna foram realizados em um cromatégrafo Biotage® (modelo
Selekt) em escala preparativa. A coluna flash foram empacotadas com silica ativada
porosa (Kopp Technologies®). As colunas utilizadas tinham uma altura média de 5 cm e
um didmetro de 1,25 cm.

A solucéo de fase liquida aplicada como fase movel foi gua desmineralizada tipo
I contendo &cido férmico 26,1 mM para os ensaios em coluna e em microplacas, e foi

denominada "solugdo tampé&o™.
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3.2.2. Procedimentos experimentais
3.2.2.1. Experimentos em Microplacas
A concentragdo inicial do soluto (C, ,) e 0 volume da solugéo (V) foram mantidos
constantes, enquanto a massa da resina (M) foi alterada. Os dados experimentais foram
coletados utilizando cinco microplacas, cada uma contendo 96 pogos, conforme mostrado

na Figura 13.

Figura 13 — Esquema experimental dos ensaios com placas de 96 po¢os para obtencdo dos dados de
isoterma de adsorcéo.

Pl P2
5 colunas 3 colunas 3 colunas 5 colunas 3 colunas 3 colunas
¢ o ¢
Scoy e by 3cbg 1 2 3 b1 ¢z b3
10 mg de resina 15 mg de resina
8 resimas, Branco
por linha Naéo contém resina
8x12
P3 P4
© fea concentragao em mg/mL 5 colunas 3 colunas 3 colunas 5 colunas 3 colunas 3 colunas
do modificador de fase b & é $ b b
1 2 3 1 2 3
25 mg de resina 50 mg de resina

Uma das placas foi preenchida com solugdes-tampéo com diferentes concentragdes
de etanol (¢4, ¢,, ¢3) (branco, na Figura 13). Nas outras placas, com excecdo da primeira
coluna, diferentes quantidades de resinas foram adicionadas aos pocos: 10, 15, 25 e 50
mg, denominadas P1, P2, P3 e P4, respectivamente (Figura 13). Cada uma das 8 linhas
totais corresponde a um tipo diferente de resina. Nenhuma resina foi adicionada a
primeira coluna das placas, pois elas foram reservadas para a linha de base e os padroes,
utilizados para avaliacdo da calibracdo do espectrofotbmetro (escrito “padrdo” na

primeira coluna da Figura 13).

A Figura 14 ilustra passo a passo o0 procedimento experimental dos ensaios em
microplacas. O material empregado como adsorvente apresentava baixa umidade nas
condicGes de armazenamento. Assim, apos a adi¢do da massa desejada de resina em cada
poco da placa, 1 mL de solugdo tampdo com a concentracdo correspondente de etanol
(1, ¢, € ¢3) foi adicionado para hidratar a resina. O processo de hidratacdo durou 30

minutos, apos o qual a solucao foi removida por um sistema de vacuo. Apds a hidratagéo,

Pagina |78



METODOLOGIA

0,5 mL da solucdo tampdo contendo 5 mg/L do componente-alvo e diferentes

concentracdes do modificador de fase foram adicionados aos pogos.

As solucdes nas placas foram mantidas em contato com as resinas cromatograficas
por 30 minutos, antes de serem removidas pelo sistema de vacuo. Em seguida, uma
aliquota de 0,37 mL do sobrenadante (a fase liquida do extrato) foi transferida para cada
poc¢o da microplaca de leitura. A placa de leitura possui um caminho Optico de 1 cm. As
leituras de absorbancia foram realizadas a 286 nm, em que 5 mg/mL de NP40

correspondiam a 1,256 unidades de absorbancia.

Figura 14 - Passo a passo do procedimento experimental de adsor¢do das microplacas.
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Placa de leitura Coleta do nao adsorvido

Na coluna “padréo” de cada placa, quatro pogos foram preenchidos com a solucao
de referéncia (solu¢do tampéo), enquanto diferentes concentragcbes conhecidas foram
adicionadas aos quatro pocos restantes para verificar a curva de calibragdo. O modificador
de fase foi ajustado de acordo com a Figura 13, e 0s ¢, ¢, € ¢5 representavam as
concentracdes de etanol de 0 mg/mL, 315,6 mg/mL e 631,2 mg/mL, respectivamente.
Essas concentracdes correspondem a proporcao de etanol puro e solucéo tampéo de 0%,
40% e 80% (v/v), respectivamente.

A concentracdo do sobrenadante obtida no experimento de microplaca foi
submetida a um “teste Z” para detecgéo de valores discrepantes (outliers). E a reavaliagéo

de outlier foi realizada apds cada exclusédo de um determinado ponto.
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3.2.2.2. Experimento em coluna cromatografica
A Figura 15 ilustra a coluna cromatografica utilizada. Ela é composta por um espago
vazio entre a conexdao com a tubulacdo do cromatografo até o fritz responsavel pelo
empacotamento da coluna, chamada de “cabecote”. Vale ressaltar que esse espaco possui
um volume de 1,5 mL, e foi preenchido com solugéo tampé&o. Antes da etapa de separacéo,
ou seja, na injecdo da amostra, esse espaco foi preenchido com a amostra a ser separada.

Figura 15 - Desenho esquemético da coluna flash

Conexdo de entrada

; ; Resina
Fritz i : <:

empacotada

Conexao de saida

Durante o experimento em coluna, a coluna empacotada passou por um processo
de lavagem e equilibrio com a solu¢do tampéo. A lavagem foi realizada em duas etapas:
a primeira com 30 mL de etanol (~5 C.V.) e a segunda com 30 mL de &gua tipo 1. Ambas
as solugdes foram eluidas através da coluna a 12 mL/min (aproximadamente 2,5 min). Na
etapa de condicionamento da coluna (equilibrio), 30 mL da mesma solucdo de inje¢do da

amostra foram bombeados através da coluna, na mesma vazao volumétrica.

Para o carregamento da amostra (molécula alvo), 1,5 mL de NP40 a 10 mg/mL em
solucéo tampado foi adicionado ao topo da coluna. Em seguida, a coluna foi conectada ao
cromatografo e 150 mL de fase movel (volume de eluigdo, com ~25 C.V.) foram
bombeados pela coluna. A vazdo volumétrica do processo de cromatografia foi de 12
mL/min. A eluicdo foi iniciada com uma "solugdo tampéao" imediatamente seguida por
um gradiente linear de 0-100% (v/v) de uma solu¢cdo modificadora (SM). A SM era
composta de etanol a 789 mg/mL na solucéo tampao. O gradiente linear (Figura 16) levou

cerca de 7,66 minutos (91,95 mL de volume acumulado, ou ~15 C.V.) e, em seguida,
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apenas a SM foi alimentada até a eluicdo de 150 mL (12,5 minutos). Assim, a elui¢cdo

total correspondia a ~25 C.V.

Figura 16 - Eluicdo por gradiente do experimento com NP40. No eixo y, a variacdo da concentracdo

de SOL ¢é representada (v/v) % e no eixo x o volume total de eluicéo.
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A porosidade do empacotamento (&) foi determinada pela injecdo de um tragador,
que neste caso foi o sulfato de cobalto em uma concentragcdo de 40 mg/mL. O & obtido
para o PYC1 foi de 0,95. Os volumes morto e de retencdo montante (se¢éo 2.8) obtidos
foram de 5,8 mL e 10,94 mL, respectivamente. As condi¢Oes experimentais empregadas
na simulacéo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2- CondicGes experimentais cromatograficas empregadas para simular a eluigdo do NP40.

Variaveis Valores
tO,inj [mln] 0
¢min [mg/mL] 0
L [em] 5
1. [em] 0.625
Er 0.95
Q [mL/min] 12
Cfeed [mg/mL] 10
VeeealmL] 15

3.2.3. Modelos Mateméaticos

O modelo escolhido para descrever a isoterma foi baseado no modelo de adsorgéo
de Langmuir (Equagdo 3). Para descrever o efeito do modificador de fase na isoterma de
adsorcéo, foi usado o modelo empirico baseado na Forca Linear do Solvente (LSS),
Equacéo 1. Portanto, O modelo de isoterma de adsorcéo que foi utilizado (Equagdo 62),
combina Langmuir e 0 modelo LSS.
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_ qsboe ¢y,
T 1+bge=S®c,,

(62)

O Modelo Dispersivo de Equilibrio (EDM/LSS, Equacao 63) tem um dos menores
conjuntos de parametros entre os modelos disponiveis e foi escolhido para descrever a

operacéo da coluna. A Equacédo 63 pode ser melhor compreendida em B.1.5. e 2.6.3.

o,
at T

(1-er) [a_q& a_q@] =D 9%y _ oy, %L poadd (63)
ac, at = ¢ at a gz2 L 5z ap at

As Equacgdes 59, 60 e 61 foram utilizadas para incluir ¢ (¢, z) e reduzir o esforgo
computacional que seria necessario caso o modificador fosse incluido como componente
no sistema. O sistema resultante de equac@es diferenciais parciais foi resolvido usando
volumes finitos (sec¢bes 2.7, 3.1.1 e Apéndice B). O método de volumes finitos foi
utilizado e o interpolador de face escolhido foi 0 Koren, como um compromisso entre
precisdo e esfor¢go computacional (Apéndice C).

As equacdes diferenciais parciais foram discretizadas na posi¢do da coluna, gerando
um sistema de equacdes diferenciais ordinarias em funcdo do tempo, que foi resolvido
numericamente usando os métodos implicitos BDF (Backward Differentiation

Formulas).

3.2.3.1. Estimacao de parametros por experimentos em microplacas
Os parametros estimados pelos dados experimentais obtidos em microplacas foram
a constante de saturacdo da resina (qs), constante de equilibrio para auséncia de
modulador (b,) e constante (S) de interagdo do modificador de fase (¢), fase estacionéria
e molécula. Portanto, o vetor de parametros foi definido como 6 = [qs by S]T. Os
minimos quadrados classicos (MQC) foi utilizado para estimagdo dos parametros de

ensaios em microplacas.

Nomeada de "abordagem dos g-residuais™, o residuo das concentragdes adsorvidas
experimentais (qfxp) e do modelo (Equacéo 42) foi empregado para estimar 6. Neste
caso, W = I na Equagdo 38. Com modelo LSS acoplado a isoterma de equilibrio
(Equagdo 62), a concentragdo no sélido do modelo (q™°%) passa a ser definida pela

Equacdo 64, melhor compreendida no Apéndice B.
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qimOd = qimOd(QS' bOislcfficp' ¢iexp)’ (64’)

A concentragdo experimental em equilibrio do soluto na fase liquida (C;*) foi
obtida para diferentes quantidades de massa de resina (M) e concentracao de modificador
(¢), explicado anteriormente pela Figura 13. Vs foi definido como a massa de resina vezes
a fracdo sélida do esqueleto da coluna dividida pela densidade aparente da coluna, pois
entdo, o emprego da porosidade do leito empacotado no célculo de Vs se faz necessaria,
(Vs = M(1 — €7)/Papp)- O papp foi de 0,45 g/mL para a resina C1. A concentracdo
experimental na fase sélida (g¢*?) foi calculada diretamente pelo balango de massa,

Equacdo 41. V, e Cp o sdo variaveis contantes.

Uma abordagem melhor foi utilizada, chamada de "abordagem dos C-residuais™.
Nela o ¢/ atua como variavel dependente e Vg, além de ¢, como varidveis
independentes. A abordagem de minimos quadrados baseada no residuo da concentragdo
do liquido medido é definida pela Equacéo 47. O CL"fi"d passa depender também de ¢

(Equacdo 65) e 0 modelo é rescrito nas Equacdes 66 e 67 .

i = 1 (as, bo, SIVg; ", ), (65)
mod —ﬂ+ B2+4CL_0boe_S¢
€ = T , (66)
- Vs —
ﬂ = 1 + boe S¢qSV_L - bOe S¢CL’O, (67)

Em cada abordagem, a funcdo custo apresentada na Equagdo 38 foi minimizada
com a aplicacdo do algoritmo reflexivo da regido de confianca (Trust Region Reflective,
TRF). As duas abordagens sdo comparadas neste texto, sendo definida a melhor

abordagem para o desenvolvimento de métodos cromatograficos.

3.2.3.2. Estimacao de parametros por meio de um experimento em
coluna

Para estimacdo paramétrica, foram utilizados o modelo equilibrio dispersivo com
modulador (EDM/LSS, Equacdo 63) em conjunto com o algoritmo de otimizacao
utilizando dados de ensaios em colunas cromatograficas (secdo 3.2.2.2). Todos 0s
parametros do vetor § = [D, qs by S|T foram estimados de um cromatograma
experimental por meio da abordagem inversa. Nesse caso, o problema de otimizacao nédo
linear foi resolvido por MQC e MQP (secéo 2.8.3).
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Para 0 método classico (MQC), a funcdo erro utilizada foi a Equacéo 48, sendo
W = I. Para esse problema, D, (Equacdo 28) foi calculado pela forma geométrica do
pico em um cromatograma experimental (Figura 6 e Equacdo 27). Sendo uma forma de
estimacdo, o D, calculado foi utilizado como chute inicial do método de otimizacdo da
funcdo perda. O chute inicial dos parametros qs, b, € S foram os valores encontrados na
estimacdo da isoterma de equilibrio utilizando os dados de microplaca, pela “abordagem

C-residuais”.

Para 0 método ponderado (MQP), a fungdo erro utilizada foi a Equacéo 49, sendo
a Equacdo 50 como matriz W. A matriz de peso para o ruido do cromatograma foi

considerada como a matriz de identidade dividida por um escalar, W, = I/02.

Duas abordagens foram usadas para definir um valor para a2. Como apenas um
pico experimental foi obtido para cada condicdo e molécula, uma curva gaussiana
(modelo de definido na Equacgdo 68) foi ajustada ao cromatograma e o2 foi obtida como

a variagdo do residuo entre uma gaussiana (Figura 6) e o pico experimental (e =y —

Xgauss)-

2
ti—tgp :|
)

ygauss,i = Area/\/me[_o's(wb/z)

Na Equacdo 68, w,,, t; e tz sdo definidos como a largura da base do pico, tempo de

(68)

eluicdo para cada ponto discreto i e tempo de retencdo da molécula na coluna. A parte
explicativa esta na Figura 6 da secdo 2.5). A Area corresponde a area total do pico,

basicamente a massa injetada na coluna, para substancias puras.

A segunda abordagem foi selecionar o2 usando o método da curva L (L-curve). A
curva L é comumente aplicada para determinar o parametro de ajuste na regularizagéo de
Tikhonov (CALVETTI et al., 2000; TANG et al., 2023). O pardmetro ideal para a
regularizacdo aparece no canto da curva L, que é chamado de canto global (TANG et al.,
2023).

A matriz de covariancia (Equagdo 39) foi inferida a partir do ajuste utilizando os
experimentos em batelada. A matriz W, foi entdo considerada como inverso dessa matriz
de covariancia. Os elementos da linha e da coluna de W, relacionados a D, foram zero,
pois, esse parametro nédo foi ajustado nos experimentos com microplacas. O chute inicial

de D, foi 0 mesmo utilizado em MQC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Croma Dash: O software desenvolvido para simulagéo e estimacao de

parametros cromatograficos

O Croma Dash é uma ferramenta de tomada de decisdo, para o desenvolvimento de
métodos cromatograficos e foi registada no INPI (Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual, processo BR512022000420-8) com o nome Croma Dash Engine. A Engine
(Software) esta dividida em quatro principais funcionalidades (Figura 17) e seus

respectivos nomes em parénteses:

e estimacédo dos parametros de isoterma dos ensaios em batelada (CromaD_BEP),
e tratamento dos dados experimentais em colunas cromatograficas (CromaD_CEP),
¢ simulador de colunas cromatogréaficas (CromaD_S),
e estimador de parametros cromatograficos por meio de ensaios em colunas
(CromaD_E).
Figura 17 - Estrutura do Croma Dash
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4.1.1. Tratamento dos dados em batelada e estimacédo dos parametros
(CromaD_BEP)

Com o CromaD_BEP, parametros de isoterma de equilibrio séo estimados a partir
dos dados dos ensaios em batelada em esquema de placas apresentado na Figura 13.
Atualmente, as isotermas implementadas no CromaD_BEP s&o Langmuir (Equagéo 3) e
linear (Equacdo 139), ambas com o acréscimo do modelo para 0 modulador de fase

(Equagéo 4). As principais varidveis de entrada séo:

e a concentragdo do componente em solugéo liquida ndo adsorvida (C;7);

modulador de fase (¢ e as respectivas fracGes, como exemplo, ¢1, ¢2, ¢3);

concentragdo inicial do componente (C; o);

porosidade de um leito empacotado (&r);

o0 volume da fase liquida do sistema (V/});

e as diferentes massas da resina empregada no experimento (M).

Todos os dados de entrada foram adicionados em quatro planilhas, com a mesma
organizacdo matricial das microplacas, apresentada na Figura 13. Portanto, Cf”f” erauma
matriz 8x12. A matriz concentracdo para cada tipo de material sélido foi manipulada,

como foi obtido quatro M e trés ¢ distintos, a matriz para cada resina passou a ser 4x3.

O volume da fase sélida foi calculado pela densidade aparente da resina, algumas
resinas da Kopp Tecnologies ja possuem as respectivas densidades implementadas. A
abordagem do CromaD_BEP foi desenvolvida para que, por critérios estatisticos (Teste

Z), outliers sejam retirados dos dados antes da estimacdo dos parametros.
Entre as respostas obtidas com o maédulo, as principais foram:

e Parametros estimados [gs b, S];

e Matriz de correlacdo (MC), Equacdes 69 e 70;

e Matriz de covariancia de parametros estimada a partir do ajuste dos dados de
microplaca (W), Equagéo 71;

e Outros resultados a analise dos parametros estimados;
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4.1.2. Tratamento dos dados em coluna (CromaD_CEP)

O CromaD_CEP manipula os dados do cromatografo disponibilizado em um
arquivo .xml, retira o volume morto e transforma em um arquivo de planilhas (.csv ou
XlIsx), que é necessario para o funcionamento do CromaD_E. Portanto, as principais

variaveis de entrada séo:

e Arquivo .xml do cromatdgrafo da Biotage® (modelo Selekt) contendo o(s) picos
cromatograficos;

¢ Porosidade da coluna (e7);

¢ VVolume total da coluna;

¢ VVolume morto do equipamento;

Os dados de absorbancia (Au) e volume de fase moével (mL) obtidos foram
utilizados para calcular a variancia entre o ponto experimental e um modelo gaussiano
(Equacgéo 68). A altura destes pratos e a dispersdo aparente da molécula foram calculadas
por meio da Equagéo 28. O volume de retencéo do composto foi calculado como o ponto
no eixo X em que y é considerado mais alto, ou seja, 0 topo pico cromatografico, maior

Absorbancia.

4.1.3. Simulador de coluna e seus modelos fenomenolégicos implementados
(CromaD_S)

O CromaD_S é responsavel pela simulacdo das colunas cromatogréfica. Os
modelos fenomenoldgicos implementados foram EDM (secbes 2.6.3, B.1.4 e B.1.5) e
LKM (secdes 2.6.4, B.1.2 e B.1.3), ambos os modelos foram modelados para um e
maultiplos componentes. Neste trabalho, do LKM, o modelo de reacdo dispersiva foi
implementado, dando enfoque a contribuigdo cinética de adsor¢do, devido a um
delineamento experimental mais alinhado com a proposta de obtengédo de parametros de
adsorcdo. Os modelos implementados para prever a interacdo da molécula com a fase
movel (Eluiges isocréticas e por gradiente) foram o LSS, MPM e 0 SMA. As isotermas
de equilibrio empregadas foram a Linear, Langmuir e a Langmuir multiplos

componentes. Todas Equacdes dos modelos estdo no Apéndice B.

O CromaD_S.ods é um arquivo de entrada dos dados. As principais variaveis de

configuracéo sao:

e NUmero de pontos de malha discretos (Volumes Finitos);
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e NUmero de pontos em tempo/volume;

¢ A condicdo de convergéncia de Courant—Friedrichs—Lewy € importante para limitar
0 passo maximo no tempo (solucionador numérico);

¢ Selecdo do interpolador numérico da discretiza¢do na posicdo da coluna (Upwind,
kappa, Koren, Minmod ou Superbee);

e Condicao de contorno da entrada e saida da coluna (Retangular ou Danckwerts);

¢ VVolume de inicio do processo [mL] e Volume de término do processo [mL];

e NUmero de componentes do sistema;

e Tipo de modelo de adsorcdo (isoterma linear, isoterma de Langmuir ou modelo
cinético de Langmuir Multicomponente);

e Taxa de fluxo da fase movel [cm3/min] = [mL/min];

e Comprimento da coluna [cm], o diametro da coluna [cm] e o volume total do leito;

e Porosidade da coluna (e7);

e Concentracdo da molécula alvo na solucéo de inje¢do [mg/mL];

e Parametros do modelo equilibrio dispersivo, EDM [D, qs b, S];

e Parametros do modelo cinético agrupado, LKM-MPM [D;, qs k4o ka0 B VI,

e Parametros do modelo cinético agrupado, LKM-SMA [D, k, k4 v ol;

A principais saidas sdo arquivos .csv com a matriz resposta, concentra¢fes em todos
0s tempos e espacos na coluna (numero de pontos em volume versus nimero de pontos
de malha discretos), o vetor concentracdo no tempo ou volume de eluicdo e os gréaficos

com os resultados.

4.1.4. Estimacédo conjunta ou classica (CromaD_E)

No CromaD_E e possivel estimar os parametros aplicando minimos quadrados
classico (MQC) e pesados (MQP). A estimacéo de parametros foi implementada somente
para Unico componente. O MQP utiliza apenas o modelo EDM, ja para MQC
implementou-se também o modelo LKM com os parametros do MPM. No modulo de

estimacdo somente as variaveis de configuracdo alteram, e elas sao:

¢ Tipos de configuracéo de estimacao de parametros;
= um parametro (1P) - [D,] -- EDM - MQC,
= parametros de coluna [D, €] -- EDM - MQC,
= dois parametros (2P) - [b, S]-- EDM - MQC,
= trés parametros (3P) - [qs by S]-- EDM - MQC,
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= quatro parametros (4P) - [D, qs by, S]-- EDM - MQC,

= parametros de adsorcdo (3P-MQP) - [gs by S] baseada em estimativa
conjunta com os parametros experimentais obtidos em batelada sem
ajustar D, -- EDM - MQP,

» todos os parametros (4P-MQP) = [D, qs b, S] baseada em estimativa
conjunta com os parametros experimentais obtidos em batelada ajustando
também D, -- EDM - MQP,

= dois parametros cinéticos - [D;, k4o ] -- LKM - MQC,

» seis parametros cinéticos - [Dy, qs ka0 kao B v]-- LKM - MQC.

e Matriz covariancia inferida da resposta dos experimentos em batelada (resposta do
CromaD_BEP)

e Parametros estimados utilizando os experimentos em batelada (resposta do
CromaD_BEP)

4.2. Anélise dos solucionadores numéricos implementados (Simuladores)

Neste topico, foram realizados estudos da velocidade e precisdo dos solucionadores
numéricos. Os parametros da Tabela 3 foram aplicados em sucessivas simulacdes, cujos
resultados gerais foram apresentados aqui com o objetivo de avaliar distintos codigos de
solugéo de EDQ’s (solugdo no tempo).

O conjunto de equacdes diferenciais ordinarias obtidas ap6s discretiza¢do no espaco
(“Apéndice B.1.5.”) foram resolvidas no tempo pelos métodos implicitos BDF e Radau,
e os explicitos RK45 e DOP853. Neste caso, a isoterma aplicada foi a linear, a injecao foi
do tipo pulso retangular tratada como funcéo prescrita nas Equacbes 34, 35 e 36, a
eluicdo foi por gradiente linear, o namero de nos do volume finito foi de 100 e o kappa
como esquema de face. Em termos dos parametros de modelo, foram utilizados valores
anteriormente relatados. As tolerancias relativas (rtol) e absolutas (atol) aplicadas no
integrador foram 1,0 x 107> e 1,0 x 10710, respectivamente. As precisdes dos
solucionadores utilizando distintos métodos de integragdo foram comparadas na Figura

18, em que a legenda traz também o tempo necessario para obter a solugdo numerica.

A simulacdo pelo método implicito BDF apresentou 0 melhor tempo de simulagao
em relacdo aos demais. Entretanto, 0 método Radau foi o que apresentou solugdo mais
lenta, assim, ndo é possivel afirmar que o melhor desempenho do BDF seja somente
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devido a qualquer rigidez associada ao problema, uma vez que o Radau também ¢é

indicado para problemas rigidos.

Tabela 3 - Valores das variaveis utilizadas para as simulagdes de estabilidade numérica

Variavel Valor
to,inj 0mL
trinj 7,66 mL
Dmin 0 mg/mL
bDmax 789 mg/mL

L 5cm

T 0,625 cm

&r 0,95

qs 2105 mg/mL

Q 12 mL/min
Creea 10 mg/mL
Veed 1,5 mL

D, 0,2 cm?/min

b, 0,868 mL/mg

S 0,00678 mL/mg

Figura 18 — Resposta numérica de cromatograma para a concentragdo de saida da coluna em funcéao do
volume acumulado de solvente com simulagdes utilizando distintos integradores (a legenda indica o
tempo necessario para simular o sistema)
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Todos os métodos ofereceram solugdes sobrepostas (Figura 18), o que indica boa

precisdo de todos para a malha utilizada. A velocidade de resposta do BDF foi 3 segundos
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mais rapida do que o RK45. Entdo, a solugédo pelo método BDF foi mais &gil, sendo esse

0 método de integracdo escolhido para as outras aplicacGes.

4.2.1. Escolha do melhor esquemas de face para EDM de um Unico
componente

Normalmente, a velocidade e a precisdo da solu¢cdo numérica dependem também
do esquema de interpolacéo para as funcdes nas faces dos volumes gerados pelo método
dos volumes finitos. Os esquemas de face foram avaliados utilizando os valores das

variaveis descritas na Tabela 3.

No quesito precisdo numérica, o0 melhor esquema de face esta interligado com
outros fatores, tais como, o nimero de nos do volume finito e o passo variavel do
solucionador numérico, At. Conforme mencionado antes, a propriedade w;, de uma curva
gaussiana (Figura 6) foi utilizada para analisar o melhor nimero de nés (malha). Neste
caso, qualquer imprecisdo numérica tende a mudar a largura na base do pico (wp). As
condigdes da Figura 19 foram a isoterma de equilibrio linear, elui¢do por gradiente e pulso
retangular definido em fungéo prescrita como condicéo de contorno.

Figura 19 - Variacdo da largura da base (w;,) do pico ao final da coluna simulado em func&o do nimero

de nés da malha para diferentes métodos de discretizagdo da face
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Em relacdo a precisdo, os melhores limitadores nas condi¢des testadas foram os de
segunda ordem ou mais, ja que o Upwind com namero de nés igual a 800 ainda nédo tinha
se estabilizado (Figura 19). O desempenho fraco do Upwind era esperado, uma vez que
se trata de um método de primeira ordem, que deve utilizar malhas mais refinadas para
apresentar desempenho similar aos demais. Neste caso, ha uma importancia nos modelos
de interpolacéo das faces dos volumes finitos de alta ordem, pois fornecem alta preciséo
mesmo que com malhas de tamanho intermediario (aqui entre 200 e 600) e evitam a

difusdo numérica.

A Figura 20 apresenta o tempo de simulacdo em funcéo do nimero de nds da malha
para distintos esquemas de face, na qual observou que 0s mais rapidos eram o Minmod,
kappa e Upwind. Entretanto, pela Figura 19, o Minmod e Upwind precisaram de mais nos
para estabilizar, enquanto o kappa e Koren possuiam valores de w;, bem préximos do
estabilizado ja com 100 n6s (Tabela 4). E importante ressaltar que o tempo de simulagéo
de todos os métodos de interpolacéo da face foram inferiores a 20 segundos para 100 nés

de malha, exceto o Superbee que demorava 42 segundos.

Figura 20 — Tempo que leva para obter a resposta simulada dos solucionadores com distintos
esquemas de interpolacdo de face para concentracdo em funcdo do nimero de nés da malha.
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Para conferir a melhor preciséo, o indice de convergéncia da malha (GCI) baseado
na largura de pico foi calculado (Tabela 4) para os melhores resultados da Figura 19 e

Figura 20. Porém, o solucionador utilizando o interpolador kappa ja se estabilizou na
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malha 200 e néo foi possivel o clculo de GCI de 3 malhas distintas, pois na malha de
200 o erro foi igual a zero devido a precisdo da maquina. Ou seja, o interpolador kappa

para malha 100 ja estaria dentro da resposta de uma malha infinitamente fina (w, =

6,892 mL, Equacédo 52) com o calculo de duas malhas, sendo 100 a mediana e 200 a fina.
Ja para o interpolador Koren, a resposta de uma malha finita (w, , = 6,884 mL) também

possibilita utilizar a malha de 100 nés.

Tabela 4 - GCI calculado para dois limitadores de fluxo diferentes, kappa e Koren.

Limitador wj,[mL] malha=100 wj[mL] malha=200 wj,[mL] malha =600 w
b oo
de fluxo
Koren | 6,884 6,884 6,799 6,884
kappa | 6,884 6,799 6,799 6,892

No simulador, o numero de Courant (NC) foi utilizado para estipular um valor de
At maximo (Equacdo 57) para o solucionador numérico das EDOs. Sob as condic¢des da
Tabela 3, 0 NC extrapola o valor de 1, apresentando NC = 50. Como o solucionador pode
alterar o passo de integracdo (passo variavel), 0 At méximo calculado da Equacdo 57 era
entrada dos integradores numeéricos, o que limita o passo maximo a ser utilizado.
Utilizando o limitador com base no nimero de Courant, espera-se resguardar a

estabilidade numérica, mesmo variando-se a malha espacial.

Na Figura 21, é possivel observar o efeito que a variacdo do NC na Equagdo 57
tinha no tempo computacional dos solucionadores para cada interpolador testado. Neste
caso, utilizou-se a isoterma de equilibrio Linear, eluicdo por gradiente, pulso retangular
como funcdo prescrita na condicdo de contorno e os nimeros de nés foram 100. Para

NC > 25 o tempo de simulacdo néo é afetado.

Como esperado, o nimero de nds na malha e consequentemente At,,,, afetam a
velocidade de simulacdo (Figura 21). O simulador foi construido para reduzir 0 passo
méaximo do solucionador de EDOs, reduzindo o nimero de Courant ou aumentando o
numero de nos dos volumes finitos (Np), poréem, reduzir o At maximo implica também

em um maior tempo computacional.

Em resumo, os métodos de interpolacdo da face que apresentaram os melhores
resultados foram o de segunda ordem, kappa, e o de terceira ordem, Koren. Para os demais
métodos, foram necessarias malhas mais refinadas para que a solucao se estabilizasse. No
método TVD, os limitadores de fluxos analisados foram Koren, Minmod e Superbee, no

qual o ultimo necessitou de nimeros de n6s maiores que 200 para estabilizar a solugédo
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numérica. Sendo assim, o limitador Superbee foi 0 mais lento, sendo de 29 segundos para
simula¢do com um ndmero de nos igual a 100. O tempo de simulagdo para o limitador
Minmod com malha mais refinada excedeu os 20 segundos do Koren, apesar do Minmod

para numero de nds igual a 100 ter sido mais agil que o préprio Koren.

Figura 21 — O tempo de simulacdo alterando 0 NC (4t,,,4,) para distintos esquemas de interpolacéo
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Apesar do kappa apresentar melhores resultados, para dispersdo aparente baixa
(D, < 0,1) adiscretizacdo da face apresentou muita oscilacéo. Para exemplificar (Figura
22), foram simulados dois cromatogramas com os parametros da Tabela 3, mas alterando-
se a dispersdo axial (antes de 0,2 cm#min) para D, = 0,01, tanto para discretizacdo da
face kappa quanto Koren. Neste caso, foi possivel observar que o tempo de simulacéo

também aumentou (aproximadamente 20 segundos) ao reduzir a dispersdo aparente.

O método Upwind demora a estabilizar com 0 aumento do nimero de nds da malha,
na maioria dos casos é necessaria uma malha mais refinada que 800 n6s, como demonstra
a Figura 19. Dentre os limitadores de fluxo do método TVD da Tabela 1, o Koren é o que

estabiliza mais rapido com uma malha mais grosseira.
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Figura 22 - Influencia da disperséo aparente (D, = 0,01cm?/min) na discretizacdo da face Koren e
kappa
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Koren e kappa foram os dois métodos em destaque para os testes realizados, um
devido ao compromisso robustez-velocidade e outro devido somente a velocidade, ou
seja, por conta do tempo computacional reduzido. O método de interpolacéo dos volumes
finitos com Koren foi o que obteve maior precisdo, mas para simulagdes em que nao havia
oscilacbes o kappa foi muito mais rapido e com precisdo adequada. Os problemas de
oscilacdo com o kappa surgiram para dispersdes axiais mais baixas e tornaram a resposta

menos confidvel, porém, é facil notar os problemas de estabilidade quando os mesmos

estdo presentes.

4.2.2. Influéncia da modelagem da concentragéo do solvente na coluna
Neste topico, a isoterma de Langmuir, condi¢do de contorno pulso retangular e o
interpolador de face kappa foi utilizado. A influéncia da resposta do simulador com

concentragdo do solvente na coluna foi analisada na Figura 23.
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Figura 23 - Influéncia da modelagem do solvente na coluna, linha vermelha corresponde a
concentragdo uniforme (constante) na coluna, ¢(t), e linha azul para concentracédo varidvel ao longo
da coluna, ¢(t,z).
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A concentracdo do modificador constante ¢(t) ao longo da coluna possui um
tempo de retencdo menor (linha vermelha) que o perfil ndo uniforme, ou seja,

concentracdo de solvente variavel ao longo da coluna ¢ (t, z).

Ao modelar a concentracdo do modificador como fungdo da posi¢do na coluna
observou-se um volume de retencdo maior comparado aos resultados utilizando um
mesmo valor para toda a coluna. De forma, menos evidente também houve um aumento
na disperséo do pico ao calcular a concentragdo em funcdo da posi¢do, comportamento

esperado.

A Figura 24, mostra o efeito de cada parametro de isoterma na resposta do
cromatograma. Observa-se que o tempo de retencdo € sensivel as variagcdes dos trés
parametros (b, S € q,). Ja a variacdo em S altera muito a altura do pico. 1sso ocorre pela
variacao na dispersdo do pico. O estreitamento do pico (e seu aumento) também mostrou

levar a um aumento no tempo de simulacdo.
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Figura 24 — Efeitos dos pardmetros na altura do pico, no volume de retenco e no tempo de
simulacéo para ¢(t, z) variavel.
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4.2.3. Influéncia das isotermas de equilibrio e da condicéo de contorno

O impacto no tempo computacional da simulacdo empregando a isoterma Langmuir

foi relevante, tendo se apresentado com quase a metade da velocidade do simulador com

isoterma linear em alguns dos testes desenvolvidos. Ou seja, a simulagdo segundo 0s

parametros descritos levava cerca de 3 minutos para isoterma linear (malha com 100 nos,

NC = 50 e kappa como método de interpolacdo), enquanto a mesma simula¢do com

Langmuir levava 5 minutos (Figura 25). A comparacdo das isotermas e da condi¢do de

contorno pode ser realizada utilizando a Figura 25.

Figura 25 - Comparacéo da isoterma Langmuir e linear e a condi¢des de contornos Pulso retangular
e Danckwerts.
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Para poder observar a alteracdo do pico com a variagdo da condicdo de contorno

utilizada, foi preciso alterar o valor de D, = 0,2 cm?/min para D, = 1 cm?/min na
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simulacdo da Figura 10. Efeitos da condicdo de contorno tende a atrasar o pico

cromatogréfico.

As melhores simulagGes cromatogréficas puderam ser realizadas com 3 a 20
segundos de tempo computacional. Com uma simulacdo rapida é possivel estimar
parametros cromatograficos com tempo médio de 2 horas. A utilizacdo do modelo
equilibrio-dispersivo permitiu a agilidade da simulacéo devido a sua simplicidade, o que
é importante para aplicacdes de tomada de decisédo e ajuste paramétrico.

O tempo computacional usando o kappa é muito menor que o Koren, 0 que €é
importante para uma ferramenta de tomada de decisdo, principalmente para agilizar a
estimacdo dos parametros. Porém, pode apresentar oscilagdes, ainda assim o método
kappa pode ser muito Gtil em testes computacionais e nas etapas iniciais de ajuste
paramétrico, devido a velocidade de simulacdo. O método Koren foi escolhido neste

trabalho para validacdo da ferramenta de tomada de decisao.

4.3. Dados das placas: selecao de resina e deteccao de outliers

Os experimentos em batelada utilizando microplacas geraram dados para 8 resinas
diferentes, variando a concentracdo do modificador (¢, =0 mg/mL, ¢, =
315,6 mg/mL, ¢; = 631,2 mg/mL) e massa de resina (10, 15, 25, 50 mg) para cada
resina. Os dados resultantes foram mapeados para todas as resinas testadas (Figura 26).
As resinas sdo organizadas desde as mais hidrofébicas (primeiras fileiras) até as menos
hidrofobicas (Gltimas fileiras).

A Figura 26 exibe a concentracdo de NP40 na fase liquida. Como a mesma
quantidade de NP40 foi adicionada a todos 0s pogos, quanto mais escuro 0 pogo, menor
é a quantidade adsorvida. Com base neste valor, foi observada maior retencdo para as
resinas hidrofdbicas: PYC18EC, PXC18EC, C3, ISO e PHE. Isto pode ser melhor
visualizado na quarta placa (P4) devido a sua maior quantidade de resina (50 mg). CN e

DIOL apresentaram adsor¢do muito menor em comparagao aos demais.

Em ¢,, foi observada uma adsor¢éo intermediaria para C1 (sexta linha da Figura
26), melhor observada em P3 e P4. A resina C1l permitiu reter uma quantidade
significativa do surfactante NP-40, o que é crucial para a obtencéo de dados confiaveis
na modelagem da elui¢do. Os resultados indicam que esta resina é uma candidata viavel

para fins de purificacdo da molécula alvo. Suas propriedades interativas podem favorecer
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para uma melhor seletividade, uma vez que a molécula possui propriedades hidrofilicas
e hidrofébicas (Figura 27), e o solvente utilizado (etanol) é polar. Um adsorvente com
forte capacidade de retencdo na coluna cromatogréfica leva a um tempo de elui¢cdo mais
longo ou a um gradiente mais acentuado. Portanto, resinas com cadeia alquilica mais curta
(C1-C3) podem ser um bom compromisso entre resolucéo e tempo de retencdo. Portanto,

a resina PYC1 foi escolhida para o processo de cromatografia.

Figura 26 - Concentracdo experimental no liquido (C/*?) para placas P1 (10 mg), P2 (15 mg), P3 (25
mg) e P4 (50 mg) para solucdo NP40 com diferentes concentracdes de etanol (¢, ¢,, ¢3) e todas as
resinas. Cores mais préximas do branco indicam concentragdes mais baixas e verdes escuras

concentragfes mais altas.
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Em termos de deteccéo de outliers (Figura 28), foi utilizado um escore z critico para
uma significancia estatistica de a = 0,1%. Por esta significincia, nenhum dado foi
excluido. Se fosse utilizada uma significancia de o = 1,0%, apenas um ponto de dados

seria removido.
Figura 28 - Critérios de exclusdo dos dados experimentais, supondo que os dados tenham uma
distribuicdo normal.
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No caso em questdo, deve-se também considerar que o nivel de incerteza dos dados
é alto devido ao numero de procedimentos experimentais utilizados na sua obtencéo, o
que implica na preferéncia por um intervalo maior, desprivilegiando a remocéo do dado
como outliers. Assim, para a abordagem desenvolvida, a significancia de a = 0,1% €
recomendada por via de regra, com excecao dos casos em que 0s possiveis outliers afetam
muito a estimacg&o dos parametros do modelo (M. SCHWAAB AND J.C. PINTO, 2007).

4.4. Estimacao de parametros por meio de experimentos em microplacas

Neste tdopico, as duas abordagens de estimacdo de parametros foram comparadas.

A melhor abordagem foi escolhida e utilizada para as demais sec¢des do texto.

Os resultados do ajuste para as abordagens g-residuais e C-residuais (Equacdes 42
e 47, respectivamente) podem ser vistos na Figura 29. A figura também mostra a

inferéncia da incerteza do modelo.
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Figura 29 - Resultados de ajuste para a estimativa de pardmetros a partir de dados de microplacas. (a) e
(b) mostram a previsdo da isoterma de equilibrio usando os parametros estimados com base nas
abordagens dos g-residuais e C-residuais, respectivamente. As linhas pontilhadas correspondem ao
intervalo de confianca de 95% da previsdo do modelo.
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Embora visualmente a abordagem dos g-residuais (Figura 29a) represente bem os
dados experimentais para valores de ¢p; = 0 mg/mL, o grande intervalo de confianca de
95% ¢é perceptivel. Esse intervalo indica a confianca do modelo obtida pela propagacao
de erros a partir da covariancia de parametros. A forma dispersa dos pontos experimentais
era esperada devido ao grande erro experimental na medigdo de C; " e a correlago entre
C;*P e q°*P na Equagdo 41. Assim, um erro negativo na medicdo de C;** leva a um
desvio positivo no calculo de q,y,,. Usar g, como variavel dependente na Equagéo 42
¢ uma abordagem questionavel, pois os minimos quadrados sé derivam de inferéncia

estatistica (maxima verossimilhanca classica) se C;*? néo for estocastico.

Os valores e 0 erro padrdo de cada parametro obtido para as abordagens dos g-
residuais e C-residuais podem ser observados na Tabela 5. Essa tabela mostra claramente

uma incerteza menor nos parametros quando se usa a abordagem dos C-residuais.

Tabela 5 - Os valores dos pardmetros estimados pelas abordagens dos g-residuais (Figura 29a) e C-
residuais (Figura 29b) e o erro padréo (EP) de cada parametro.

b EP), ) EPg q EP,
Abordagem ° * :
[mL/mg] [mL/mg] [mL/mg] [mL/mg] [mg/mL] [mg/mL]
g-residuais 4,464 5,265 0,0105 0,00148 1334 706
C-residuais 0,867 0,412 0,0069 0,00058 2105 468
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O intervalo de confianca da inferéncia do modelo é afetado pela abordagem de
ajuste usada, conforme mostrado na Figura 30. O modelo da abordagem dos g-residuais,

em que q%*P é a variavel dependente, forneceu uma incerteza muito maior.

Figura 30 - Dispersdo média de dados e seu intervalo de confianca de 95% para as duas abordagens
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Embora o erro padréo dos parametros diminua ao usar a abordagem C-residuais, a

matriz de correlagdo (MC) permanece praticamente a mesma (Equacgdes 69 e 70,

Abordagens dos g-residuais e C-residuais, respectivamente).

ﬂl(fA =

1‘1‘313 =

1
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1
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0,88
1
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1
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-0,80
1
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—0,80

1

(69)

(70)

As linhas e colunas de MC, and MCpg correspondem a by, S € gs de cima para

baixo (linhas) e da esquerda para a direita (colunas), respectivamente. Em ambas as

abordagens, as correlagdes dos parametros foram altas, especialmente entre b, e g, 0 que

é uma consequéncia da estrutura do modelo e do intervalo de dados amostrados.

Um ensaio de coluna cromatogréafica sob eluicdo de gradiente foi utilizado para
verificar a inferéncia do modelo (EDM/LSS). Os parametros estimados nas abordagens

dos g-residuais e C-residuais foram aplicados nas simulagdes cromatogréficas (Figura

3la e b, respectivamente). As outras varidveis utilizadas para simulacdo, exceto 0s
parametros, foram apresentadas na Tabela 3.
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Figura 31 - SimulagGes cromatograficas empregando os parametros estimados pelas abordagens dos g-
residuais (a) e C-residuais (b). O cromatograma experimental (Exp) ja esta corrigido pelos volumes Dwell
e Dead. A curva de gradiente (Grad) esta relacionada a escala do eixo y a direita. Os volumes de retencédo

experimental (Vr,e) e simulado l()}/r,s) também sdo mostrados.
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Os volumes de retengéo do pico simulado (V. ), utilizando os parametros obtidos
pela abordagem dos g-residuais e C-residuais, foram de 70 mL e 72 mL, respectivamente
(Figura 31). O que representa um desvio de 9% e 11% do volume de retencdo
experimental (79 mL). A inferéncia de retencdo de volume é sensivel aos parametros
estimados pelo ensaio de microplacas. Por outro lado, D, possui pouco efeito sobre a
previsdo de V., mas afeta o alargamento do pico. Para as simulac@es, foi usado D, =
0,05 cm?/min. Esse valor foi calculado a partir do cromatograma experimental pela
Equacdo 28. N&o se esperava que esse valor representasse com precisdo os efeitos de
alargamento do pico, mas seria uma primeira estimativa de seu valor. Tanto que ndo é
recomendado o emprego da Equacdo 27 para elui¢cdes por gradiente, somente eluicbes
isocraticas (MEYER, 2010).

Em termos de estimativa média, os parametros de cada simulacdo eram diferentes
(Tabela 5), mas levaram a respostas relativamente proximas (cromatogramas) para a
operacdo da coluna (Figura 31a e b). No entanto, a incerteza dos parametros ajustados é
menor na Abordagem C-residuais. Além disso, essa abordagem tem um fundamento
estatistico, pois o residuo entre a variavel medida e o modelo é minimizado diretamente
(CASSOL et al., 2014b). Entdo, a Abordagem dos C-residuais foi escolhida para

prosseguir com a estimativa conjunta.
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4.5. Estimativa conjunta: Re-estimacéo de parametros empregando dados de

coluna de cromatografia combinados com triagem em microplacas

As simulacOes de cromatogramas (EDM/LSS) empregando parametros estimados
a partir de experimentos em microplacas forneceram picos com retencdes muito
semelhantes as experimentais. Quando o EDM/LSS for candidato para descrever a
coluna, D, é o Unico pardmetro que ndo pode ser ajustado por meio de experimentos em

batelada. Ou seja, o espalhamento do pico ndo pode ser bem representado apenas com
dados de microplacas.

A estimativa do D, € necessaria para permitir uma melhor previsdo do
cromatograma, uma vez que esse parametro € responsavel pela dispersdo do pico. Em
seguida, D, foi estimado empregando a abordagem MQC com os dados do cromatograma

experimental, assumindo f definido na Equacdo 48. Aqui, a estimativa inicial utilizada

para D, também foi baseada na Equacdo 28. A previsdo resultante é apresentada na
Figura 32 como curva "1P".

Figura 32 — Re-estimagdes pelo método inverso (aplicando MQC) empregando o EDM/LSS. (a) Modelo
de cromatograma usando os parametros de estimativa inicial que foram estimados em microplacas
(Modelo), o pardmetro Unico (6 = D,) reestimado (1P) e os quatro pardmetros (6 = Dg, by, S € gqs)

reestimados (4P). Todos foram comparados com o cromatograma experimental (Exp). Na linha
pontilhada (Modelo +95%IC), o erro dos parametros estimados em batelada foi propagado no simulado

(EDMY/LSS); (b) Os parametros reestimados (C;*°¢ ¢,, ¢, e ¢ 4P) foram comparados com os estimados

na abordagem dos C-residuais pelas Equagdes 66 e 67. Os dados experimentais foram coloridos para
corresponder as cores usadas nos modelos, indicando a concentracdo do modificador de cada ponto.
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O novo valor de D, (1P) apenas dispersou o pico, tendo baixo efeito sobre o volume

de retencéo (Figura 32), ja que a retencdo é afetada principalmente pelos parametros de
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equilibrio. A reestimativa dos parametros de equilibrio é necessaria para aprimorar a
previsdo do modelo do cromatograma e reduzir o erro de viés (bias) do volume de

retencéo.

Uma abordagem € reestimar todos os quatro parametros (D,, by, S € gg) ho
chamado método inverso. Para isso, 0s parametros estimados a partir dos experimentos
em microplacas foram aplicados como suposi¢des iniciais (modelo) para reajustar 0s

parametros usando os dados da coluna.

O resultado dessa abordagem é mostrado na Figura 32a (linha vermelha tracejada,
4P). Nesse caso, houve uma sobreposi¢ao entre a previsao do modelo e o cromatograma
experimental. Embora esse resultado pareca ser o melhor cenario, 0s parametros de
equilibrio obtidos estdo longe dos valores ajustados usando dados de microplacas. Na
Figura 32b, os dados de equilibrio previstos pela isoterma com esses parametros nao estao
circundados pelo intervalo de confianca para ¢, € ¢4, embora estejam préximos para ¢,
(Figura 32b). Isso pode indicar um ajuste excessivo (overfitting) aos dados do

cromatograma, que também sdo suscetiveis as incertezas experimentais.

A incerteza do modelo usando os parametros estimados em microplacas ja mostra
uma boa previsao de retencdo, mas ainda se beneficiaria das informacgdes dos dados do

cromatograma.

Uma abordagem adequada para combinar as informacGes das microplacas e dos
dados da coluna é usar os minimos quadrados ponderados (MQP), Equacédo 38 combinada
com a Equacdo 49. Nesse caso, 0 erro do cromatograma é minimizado, mas um termo de
penalidade € adicionado ao desvio dos parametros da isoterma em relacdo aos valores

obtidos das microplacas.

Uma parte da matriz de peso (Equacdo 50) esta relacionada a incerteza do
cromatograma (W,). A outra esta relacionada a incerteza do conhecimento previo dos
parametros (W,). W, é inicialmente assumido como I/o?, em que o2 é o ruido do
cromatograma e foi calculado como a variancia do residuo entre o cromatograma do pico
experimental e uma curva gaussiana ajustada (62 = 0,0032 mg/mL). W, é apresentado
na Equagédo 71 e foi definido como o inverso da matriz de covariancia de parametros
estimada a partir do ajuste dos dados de microplaca. As linhas e colunas correspondentes
ao parametro D, foram consideradas zero, pois seu valor € desconhecido a priori (consulte
a Secdo 3.2.3.2)
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0 0 0 0
0 245,38 —539x10*  0,1560

W2=10 -539x10* 1,98x 107 —26,414 (71)
0 0,1560 26,414 1,11 x10~*

Ao reestimar os parametros empregando o? = 0,0032 na estimagdo ponderada
(MQP), os valores da concentracédo (C,) tambem estavam fora do intervalo de confianca
de 95%, um problema encontrado na Figura 32b. Isso era de se esperar, pois o calculo da
variancia do experimento da coluna ndo pode ser realmente representado com apenas um
pico experimental. Portanto, durante o procedimento de re-estimacgéo, diferentes pesos

(62 = 0,0032, 0,1, 0,5, 2,5 e 5) foram aplicados a funcéo objetivo do MQP.

Na Figura 33, o método da curva L foi empregado para determinar o melhor
parametro o2 para a fungdo objetivo MQP. Com esse parametro, foi possivel estimar em

conjunto (experimentos de lote e coluna) com apenas um cromatograma experimental.

Figura 33 - Estimativa conjunta dos pardmetros de cromatografia usando a funcdo objetiva WLS: (a)
Picos simulados dos parametros reestimados variando o2 (parametro de ajuste da fungio objetiva). Para
0? = 0,0032 (MQP ¢2 = 0,0032), 6% = 0,5 (MQP g2 = 0,5), 62 = 5 (MQP g2 = 5) e comparado
com a estimativa somente de D, (1P, funcéo objetiva MPC); (b) Curva L: variagéo do valor da fungéo de

custo (WLS) para diferentes valores de o2; (c) modelo em microplacas utilizando os pardmetros re-
estimados para diferentes parametros de ajuste. A seta indica a interceptacdo da linha, o melhor valor para
0 parametro o2
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Na Figura 33b, a norma do valor da funcéo objetivo (MQP) versus a 62, ambos em
uma escala logaritmica, é avaliada, e o ponto de intersecdo de L (¢? = 0,5) foi escolhido
como o melhor pardmetro. O pico simulado MQP o2 = 0,5 (linha preta solida),
empregando os parametros restimados (Figura 33a), sobrepde-se ao pico experimental e
os valores dos parametros foram bem préximos (Tabela 6) dos estimados pela abordagem
dos C-residuais (Tabela 5). Na Tabela 6 estdo todos os valores dos parametros estimados
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por MQC e MQP, e seus respectivos erros padrdes (EP). E importante notar que cada

abordagem e valor de o2 fornece um conjunto diferente de valores de parametros.

Tabela 6 — Valores dos pardmetros estimados e re-estimados. MQC: (re-estimativa a partir de
experimentos em coluna) e MQP: re-estimados empregando a estimagéo conjunta com parametro de
ajuste o2 ) e o erro padrdo (EP) de cada parametro.

MQP MQP MQP

';’:Ef%i%gg MQC1P MQC4P  o2= 00032 o2= 05 o2=5
[mg/mL]? [mg/mL]*> [mg/mL]?

D, [cm?min] | 2,668  0,0599 0,0772 0,58042 1,5397
EP, [cm?min] | <0,0001  <0,0001 0,0004 0,0003 0,0003
b, [mL/mg] - 0,1901 0,3974 0,9303 0,9283
EP,, [mL/mg] _ <0,0001 0,0004 0,0003 0,0004
S [mL/mg] - 0,00209 0,00302 000632  0,00677
EPg [mL/mg] - <0,00001 0,00038 0,00046 0,00034
qs [mg/mL] - 2542 45 1693 53 2052,03 2041,95
EP,, [mg/mL] _ <0,001 <0,001 0,001 <0,001

Os paradmetros reestimados foram inseridos no modelo de isotermas de equilibrio
da abordagem dos C-residuais para prever os resultados em microplaca e analisar o
comportamento em relacdo ao intervalo de confianca dos parametros estimados
anteriormente com resultados exclusivamente obtidos das bateladas (Figura 33c). Eles

estdo muito proximos do intervalo de confianca, o que justifica o uso da funcdo MPQ.

Naturalmente, se o2 for aumentado gradualmente, em algum momento, a re-
estimacdo fornecera um cromatograma proximo a previsao de apenas o ajuste de D, (1P).
Por exemplo, a reestimativa com o2 = 5, na Figura 33a, possui um pico muito préximo

de 1P.

O erro padréo calculado para os parametros (Tabela 6), empregando no modelo de
coluna, sofre grande influéncia do nimero de pontos que estdo proximos de zero
(concentracéo igual a zero). Quanto maior a quantidade de ponto no zero, mais préximo
do zero foram os valores de EP. Vale a pena mencionar também que o ajuste utilizando

MQP favoreceu aumentar os valores de EP, como se era esperado.
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5. CONCLUSAO

O trabalho prop6s uma metodologia que leva em consideragdo tanto os dados de
cromatograma quanto as informacgdes de triagem por microplacas para estimativa de
parametros de modelo fenomenoldgico para cromatografia. Para aplicar a metodologia,
cddigos de programacao em Python para simulagcdo cromatografica foram desenvolvidos.
Abordagens numeéricas conhecidas se mostraram eficazes na solucdo do problema,
evitando difusdo numérica. No momento, o programa permite simulacfes de operacdes
lineares e ndo lineares, com e sem gradiente para eluicdo. O gradiente utilizado € admitido

como entrada, podendo ser alterado a depender da necessidade.

De modo a analisar a proposta de metodologia, a maneira adequada para ajustar 0s
parametros de equilibrio a partir dos ensaios de batelada em placas foi discutida. O
método proposto para ajustar os parametros para a isoterma é proximo ao pico de
cromatografia experimental. A aplicacdo da abordagem correta para estimar o0s

parametros em batelada levou a menos incerteza nos parametros estimados.

Os métodos de estimacao de parametros pelo balangco de massa (abordagem dos g-
residuais) podem ser satisfatorios quando os dados ndo sdo tdo ruidosos, no entanto, o
desvio padrdo desses parametros aumenta quando a interacdo solido-liquido for alterada.
Por exemplo, uma variacdo de fase moével, concentracdo de analito ou tipo de resinas.
Considerando que existem dados ruidosos, o procedimento proposto (abordagem dos C-
residuais) tende a lidar melhor com esses dados. Além de fornecer parametros mais

confiaveis sem a necessidade de remover muitas informacg6es experimentais.

A abordagem proposta neste trabalho fornece uma estimativa de parametros rapida
e eficiente. Este método ndo depende do uso de um manuseador de liquidos automatizado
(LHS), que geralmente é um equipamento caro. Assim, o desenvolvimento de processos
cromatograficos ou mesmo a otimizagcdo de um método existente pode ser facilitado
empregando modelos fenomenoldgicos. Nesse aspecto, a proposta em questdo contribui
com a area, uma vez que um dos maiores problemas para aplicacdo de modelos desse tipo

é a obtencéo de seus parametros.

A re-estimacdo provou ser muito Util para corrigir os valores dos parametros da
isoterma de equilibrio. A estimativa de minimos quadrados ponderados, avaliando tanto
os experimentos de microplaca quanto de coluna, evita que os valores sejam estimados

erroneamente. Mesmo com um modelo simplista (modelo de equilibrio dispersivo
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acoplado ao modelo LSS), o método provou ser eficaz para o desenvolvimento de técnicas
de separacdo. E importante notar que o parametro de ajuste (c2) contribui para estimar
pardmetros mais proximos do cromatograma experimental e que é possivel obter
respostas satisfatorias de previsdo do cromatograma com apenas um experimento de

coluna, desde que sejam associados os dados de triagem.

O trabalho contribuiu para a aplicacdo de dados de triagem juntamente com dados
de cromatograma para estimar um conjunto de parametros para modelar o processo de
cromatografia com elui¢do gradiente. Como consequéncia, os resultados apresentados
devem ser valiosos como um protocolo para manter todos os dados disponiveis para obter
uma estimativa de parametros adequada para aplicages no préprio desenvolvimento.
Além disso, a funcdo de perda ponderada pode ser aplicada para evitar o ajuste excessivo

dos dados do cromatograma.
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Lista de Simbolos

C;” Concentracdo do componente i na fase mével em equilibrio com a fase
estacionaria [mg/mL]

Csi” Concentracdo do componente i na fase estacionaria em equilibrio com a fase
movel [mg/mL]

Csx Concentracdo do componente k na fase estacionaria em equilibrio com a fase
movel [mg/mL]

[reea Concentracédo de alimentacdo da coluna adimensionalizada

Linj Concentracéo de injecdo da amostra adimensionalizada

Fiv1/2 Concentracdo adimensional da face da direita

[i_1/2 Concentracdo adimensional da face da esquerda

Ay Area do volume de controle [cm?]

A, Area da secdo transversal da coluna [cm?]

C; Concentracdo do componente i na fase movel [mg/mL]

Cpi Concentracdo do componente i na fase mével dentro da particula [mg/mL]

Cref Concentragéo de referéncia [mg/mL]

Cs; Concentracdo do componente i na fase estacionaria [mg/mL]

Dy ; Dispersdo axial [cm?/min]

Dg Difusdo na superficie da particula

D, Disperséao aparente [cm#/min]

Defetiva  Difusividade efetiva

D, Difusdo molecular dos componentes nos poros

Pe, NUmero de Peclet para dispersdo aparente

S; Constante relacionado a interacdo do componente i nas fases movel e
estacionaria [mL/mg]

748 Volume da fase mével, ou também volume totais de vazios do leito [mL].

Vs Volume da fase estacionaria [mL].

a, Unidade de superficie externa das particulas por unidade de volume

ko Fator de retencdo para um componente i quando ¢ =0

kqi Constante de adsor¢do do componente i [mL.mgt.min™]

k, Constante de adsor¢do [mL.mgt.min]

kao,i Constante de adsor¢do do componente i quando ¢ = 0 [mL.mg™*.min™]

k. Coeficiente de transferéncia de massa do fluido para a particula

kg Constante de dessor¢do do componente i [mL.mg.min"]

kg Constante de dessor¢do [mL.mg™t.min*]
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Constante de dessor¢do do componente i quando ¢ = 0 [mL.mg*.min]
Coeficiente de transferéncia de massa aparente

Coeficiente de transferéncia de massa aparente

Concentracdo do componente i na fase estacionaria em equilibrio com a fase
movel no interior do adsorvente

Concentracéo de saturacdo do componente em volume de sélido [mg/mL].

Concentracdo de saturacdo do componente em volume aparente de resina
[mg/mL].

Raio da coluna [cm].
Raio do poro [cm].
Tempo inicial que ocorre a injecdo do solvente modificador de fase [min].

Tempo que um tracador percola a coluna sem interagir com a fase solida
[min].

Velocidade linear [cm/min]

Velocidade superficial [cm/min]

Velocidade efetiva

Largura do pico na base (interceptacéo das retas na base) [cm]

Matriz peso da funcdo objetivo correspondente ao erro dos picos
cromatograficos simulado e experimental, ensaios em colunas

Matriz peso da funcdo objetivo correspondente ao erro dos parametros de
conhecimento a priori estimados pelos ensaios em colunas

Constante empirica adimensional responsaveis pelos efeitos eletrostaticos
(carga do componente i)

Constante responsaveis pelos efeitos hidrofobicos, semelhante ao S; [mL/mg]
Porosidade dos intersticios do empacotamento

Porosidade total do leito, V;,,/V,, ou seja, mL de vazios por mL de coluna
Porosidade dos poros

Carga caracteristica da biomolécula, ions

Fator de blindagem estérica

Concentracdo adimensional de sal livre na fase sélida

Concentracdo adimensional do modulador de sal na fase liquida
Concentracéo total de sal na fase solida [mg/mL]

Tempo do gradiente (variagdo entre o tempo inicial e final do gradiente)
[min].

Concentracdo adimensional
Desvio padréo
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Raz&o dos volumes da fase estacionaria e movel
Altura equivalente a um prato teorico

Comprimento da coluna

Numero da placa da coluna ou a eficiéncia da coluna
Vazdo volumétrica da fase movel

Constante de Henry

Constante de equilibrio [mL/mg]

componente quimico

namero do né do volume de controle, volume finito
Fator de retencao

Concentracdo da fase estacionaria em equilibrio com a fase mével [mg/mL]
Capacidade i6nica total da coluna [mg/mL]
Limitador de fluxo

Tempo adimensional

Termo da posicao adimensional

Concentragdo do modulador de fase [mg/mL]
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BDF
DoE
DOP853
EDM
GRM
HTPD
HTS
IM
LKM
LSS
MPM
OFaaT
Radau
RK
RK45
SMA
TVD
MQC
MQP

Backward differentiation formula
Design of Experiment

Runge Kutta de ordem 8

Equilibrium Dispersive Model

General Rate Model

High Throughput Process Development
High Throughput Screening

Ideal Model
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One-Factor-at-a-Time

Runge-Kutta da familia Radau IlA de quinta ordem
Runge Kutta

Runge Kutta de ordem 5

Steric Mass-Action

Total Variation Diminishing

Minimos Quadrados Classicos
Minimos Quadrados Ponderados
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Apéndice A — Predicéo da retencdo de componentes em colunas
cromatogréficas

A.1. Andlise do fator de retencéo para eluicéo isocratica

Se o termo de disperséo for negligenciado (IM) € possivel focar na posicéo do pico
para aquele componente. Deste modo, se descreve o fator de retengdo para uma
determinada composicao de fase mével (condigdo isocréatica). Esse fator € um indicativo
da interacdo molécula-sélido e mensurado em condi¢des analiticas, de baixa carga.

Portanto, o equilibrio linear sera adotado nessa secao.

Baseado no modelo ideal, a Equacdo 25 pode ser rearranjada para Equacéo 72 e 0
termo do colchete adicionado na constante da Equacéo 73, no qual q;" = dq;/9C; e ¥

represente toda retencéo relacionada ao equilibrio das fases e efeitos do meio poroso.

e [1 T ST) '(Ci)] Tu ZCL =0, (72)

p=1/[1+ “;—j“qmci)]. (73)

O termo da velocidade efetiva (u.sf) representa a velocidade com que o
componente permeia a coluna e € definido como a multiplicacdo da velocidade linear (u;)

por v, assim, se multiplicarmos a Equacdo 72 pela constante y tem-se a Equacdo 74.

¢[1 % 44 2] 2 g
wat azl
ac; ac;

O tempo em que o componente sai da coluna € chamado de tempo de retencdo (tg).
Assim, corresponde a razdo do comprimento da coluna e a velocidade efetiva (L/u,y).
O fator de retencdo (k) é definido pela diferenca dos tempos de retencdo de um
componente e um tragador dividida pelo tempo de retencdo do tragador (ndo retido, sem

interacdo com a superficie do solido), Equagdo 75.

k=21 (75)

it
O tempo de retengdo do tracador (tt) ja foi mencionado na definicdo da Equagéo

22, relacionada a velocidade linear (ou cromatogréfica). Entdo, ao substituir a relagcdo dos

tempos de retencdo e do tracador tem-se o fator de retencdo pela razdo da constante 1,



Equacdo 76. Ao substituir a Equacdo 73 na 76 e rearranjando, o fator de retencédo é por

consequéncia definido pela isoterma de equilibrio e razdo de fases (Equacéo 77, abaixo).

_ Liwepp-L/w _ wp o up
k= L/uy  Ues 1 uLyp L (76)
1- 1- ,
k=220, (77)
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Apéndice B — Modelos fenomenolégicos

B.1. Modelos fenomenoldgicos de uma equacéo
B.1.1. Balanco de massa para modelos de uma equacgao

Nos modelos de uma equacéo (explicado na secdo 2.6), considera-se que a coluna
cromatogréafica seja operada isotermicamente e que a diferenca de concentragdo seja
somente na direcdo axial, ou seja, radialmente homogéneo. A equacgéo de balanco de
massa contém duas variaveis independentes, sendo elas, o tempo (t) e o comprimento da

coluna (z). O fluxo molar (N;,) do componente i que entra no volume de controle e

representada pela Equacédo 78.

ac;
Ny, = erdc (1,6 — Dy 22) (78)

9z

)
z,t

em que, C; é a concentracdo do componente i na fase mdvel, z é referente a entrada do
volume de controle e A, 4rea da secdo transversal da coluna (4, = mR.?). O fluxo molar

do soluto que sai do volume de controle é definido pela Equacdo 79 e a taxa de acumulo

pela Equacao 80.
ac;
Ni,z|z+Az = ETAC (uLCi - DL,i E) 744z t’ (79)
ac; aCg;
ACAZ (ETE + (1 - ST) W)L"t, (80)

em que, C,; € a concentracdo da fase estacionaria, ou seja, do material poroso mais o
componente i contido dentro da particula, z + Az € referente a saida do volume de
controle e z € o comprimento médio de cada volume de controle. Entdo, o balanco de
massa para 0 componente i na fase movel, considerando que exista somente adsorcéo

fisica, Equacdo 81 e Equacéo 82.

Entra — sai = actumulo, (81)

erA, (ULCi —Dy; %)l —&rAc (uLCi — D %)

z,t z+Azt

= Az (er 50+ (1— ) %Nt (82)

Se dividir a Equacdo 82 por e;A.Az, obtém-se a Equacdo 83.



ac;

acC;
. — L
uLCzlz,t Dy 3z |z,t urC |z+Azt Dy = 3z |Z+Az,t _ ac;

(1—er) 0Cs
Az Az - at Zt + Er at (83)
Reorganizando a Equacgéo 83, tem-se a Equacédo 84.
D .E| _ .ﬂ|
% (1-e7) 0Cs; — uLCilzt—urCilz+azt _ LUazlye “"Lloazlyynse (84‘)
otlze T ot lz; Az Az

Na Equacéo 85, assume-se que u;, € D, ; séo constantes e Az — 0, assim, tem-se
uma equacao em que o primeiro termo da esquerda corresponde a fase movel, o segundo,
a fase estacionéria, e os outros dois termos depois da igualdade correspondem,
respectivamente, a difusdo e a convecc¢do. Na maioria dos casos apresentados na
literatura, a razdo da fase do empacotamento (1 — &) /&7 € substituida por uma constante

F, (razdo de fase) Equacdo 86.

(1-e7) 0Cy; _ aZCi ac;

2t T o o = Duige T W (85)
F= ;’_m — (1;_?) (86)

em que, V; e V,, sdo os volumes das fases estacionaria e mével. A Equacéo 85 é integrada
no volume de controle finito e fornece as Equacbes 87, 88 e 89, sendo que Ay a area de

seccdo transversal do volume.

f%av=-1~*[%av+nhi[“lav u, [ 2o, (87)

[Ztay0z = —Ff%AVaH DL,if" L A,0z —uy [ 24,0z, (88)
aCs; ac;|Z+4z/2 z+42)2

4y Sinz| =-Fa, % Az| DAy S VGl (89)

A Equacdo 89 e dividida por Ay, Az e neste caso considera que cada posicéo central
do volume ou né pertence & uma posigédo j. Assim, na Equagédo 90, é possivel substituir
0s parametros e varidveis adimensionais, sendo estes para o tempo (Equagao 92), posicéo

(Equacdo 91), disperséo axial (Equacao 93) e concentragdo da fase movel (Equacdo 94).



ac;| _(1—87) 0Cs; Dy,; 0C; j+1/2 . C; j+1/2
| o Loy 4 Duta " (90)
at j T at j Az 0z j-1/2 Azlj_q/2
xX=1 (91)
pout (92)
urL
PeL,i = DLLi, (93)
C
M= (94)

no qual, y é o termo da posi¢do, T tempo e I' concentracdo, todos adimensionalizados e

Pe, € o numero de Peclet para dispersdo aparente. Diante disso, a Equagdo 95 é definida
para cada volume j, sendo que o termo ar/ax|/‘y; e /x|t =
(Tj41/2 — Tj—1/2)/Ax dependem das faces do volume (a partir do né j).

uLL

o j+1/2 j+1/2
a(FCTEf)i _ (1-e7) a(rcref)s‘i (PeL,i)L‘i a(FCTEf)i J+1/ u (Fcref)i j+1/
L N A AQxL)  a(xL) | Loagy |, )
a(uL> ; er a(uL) ORI Py ) 1y
(uLCref)
uLCref ﬂ _ (1-¢7) uLCref ars,i + Pep; L,iﬂlj*'l/z _ uLCref £|]+1/2
L at Ji eT L at Ay i)% j-1/2 L Ay j-1/2
uLCT‘efE _ (1—8’[') ULCref OFS‘i + ULCTef 1 £|]+1/2 _ uLCref£|j+1/2
L at j er L at L  Pepidy dx j-1/2 L Ay j-1/2
M | _Geenaly Lo n)m (95)
ot lj e Ot Pep Ay dx j-172 M ]-_1/2'

Para a solucdo do problema os termos nas faces sdo aproximados para 0s nés, no
qual o primeiro volume foi discretizados aplicando aproximacao para frente, Equacgéo 96,

0 Ultimo aproximacdo para tras, Equacdo 97 e os demais pelos nos centrais, Equagédo 98.



ary ¥/ _ or ey g (96)
= = ; =

0xli—12 Xljyay2 Ax

ar; j+1/2 __or; _Tija-Tyj . 97

oy oy Tl (97)
Xlj-1/2 Xlj—1/2 X

ar;|[Jt1/2 1 i-T; Tii-Tiio .

— =2 J_ U2 j=2.,n-1 (98)
0xlj_1)2 Ay Ay

Para resolver o termo (T 41,2 — Ii j—1/2)/Ax nos nés, o interpoladores de faces
sdo utilizados, para Upwind, Equacdes 99 e 100.
Fi,j+1/2 = Fi,j’ (99)
Iij—1/2 = Iij-1- (100)
No primeiro volume, alimentacdo da coluna, o calculo da face a esquerda muda
para Equacéo 101.
Fi,j—1/2 = Fi,feedi j=1 (101)
Entre os métodos de discretizacdo da face de alta ordem esta o de interpolacéo «,
em que se aplica um polindbmio de interpolacdo por partes, Equacfes 102 e 103. No

primeiro ng, I j,, € definido pela Equacdo 104 e Ij_;/; = I} feeq-

1+ 1-
Lijsrje = Tij+ = (Gjer = L) + = (I = Tijo1), (102)
1+ 1-
Ljoije = Lo+ = (G = Ljoa) + == (G o1 — T jo2), (103)

no qual, se k = —1 ou 1 0 método é considerado de segunda ordem, porémse k € (—1,1)
ele é considerado Upwind.

1+k

1- .
Ljsie =L+ (Gjer = Lj) + = (lij — Tieea); j = 1 (104)

Ja os métodos TVD podem ser de segunda ordem ou mais, EquacGes 105 e 106,
sendo que I; j, /- é representado pela Equacdo 107 € I3 j_q/; = I} feeq Para j = 1. Na

ultima face, o Upwind € praticado, [; j,,,, = I} paraj = n.

Lijyrp =T+ %(p(ri.j+1/2)(n.j — I j-1), (105)
Lij1/2 = Tij1 + %¢(ri,j_1/2)(12,j_1 —TIij-2), (106)
lijia =Ty + %‘D(Ti,jﬂ/z)(ﬂ',j —TLifeea); j =1 (107)

Para o primeiro n0 j =1 0 7,172 = (Tij41 — 7i,j)/ (Ti,j — Ti,feea) € PAra 0s
demais (] = 2,...,77. — 1) 0 ri,j+1/2 = (ri,j+1 —ri’j)/(ri‘j _ri,j—l)l Jé. para ] =n2ao

Tij-1/2 = (Ti,j - ri,,-_l)/ (ri.j—l - ri,j—z)-

VI



B.1.2. Solucdo das equacdes diferenciais parciais por volumes finitos para os

modelos cinéticos agrupados (LKM) e reativo-dispersivo de multiplos componentes

As Equacbes 95 e 10 sdo empregadas para modelar o problema (solucdo das
equacdes diferenciais parciais). A equacdo para mdaltiplos componentes pode ser

representada pela Equacéo 108.

0Cg
ot

Cs
= Jeq 151G (1 = Ty ) — kg C (108)

no qual, k,;, kq; € qs; S&0 0s parametros de cada componente responsaveis pela
adsorcdo, dessorcdo e concentracdo maxima de adsorcdo da coluna, respectivamente, e
Nc corresponde ao nimero de componentes. Entretanto para aplicacdo do modelo
responsavel pela parte sélida (Equacdo 109), foi necessario substituir os parametros e
variaveis adimensionais, sendo para o tempo (Equacao 92) e concentragdo da fase movel
(Equacdo 94). Se g, for Unico para coluna inteira, entdo as Equacfes 109 e 110 sdo

responsaveis pelo balango da coluna cromatogréafica para cada componente e né.

a(FCTef)

s,i

()

ULCref OTg _ Tsk
%?Sl - refkaQSFi (1 - Cref legil qu) - Crefkdrs,ia

(TCrey)
= kaQs(FCref)i (1 - gﬁl%) - kd(FCref)S,i’

J

dTs; LCref [ Ne Tsk

Psif _ k F--(l—C _—’)—kF-,

at j CrefuL a9s Lj ref Lk=1 as dls,i
al—‘S,i _ L Nc¢ FS,k,]'
o lj uy [kaqSFi,j (1 — Crer Lik=1 o ) - kdrs,i_j], (109)
E _ (1—e7) AT, 1 E|j+1/2 T j+1/2 (110)
ot lj e 0t Pep Ay 0y j=1/2 Al

Para a solugdo do problema os termos nas faces sdo aproximados para 0s nés,
Equacdes 96 a 98. E os interpoladores de faces (Equacbes 99 a 107), sendo eles Upwind,

interpolacgdo x ou TVD.

B.1.2.1 Modelo do modulador de fase movel (MPM) para o modelo reativo-
dispersivo de multiplos componentes.

Quando se adiciona na fase mdvel uma concentracdo de solvente ou sal, como no

caso da cromatografia hidrofobica e de troca idnica, a retengdo do componente i

Vil



geralmente altera. As interacdes de adsorcao (Equacdo 111) e a dessorcao (Equacdo 112)

sdo melhores compreendidas na secdo 2.5.2
ka,i = kaO,ieyid)v (111)
kai = kqo 9P, (112)

Na Equacéo 113, o modelo reativo-dispersivo (Equacdo 109) acoplado a teoria do
modulador de fase mdvel para iteracfes hidrofobica (Equacdo 111) e eletrostaticas
(Equacdo 112).

61“5,1 L . r ) i
Tt = = [kaoi€"qsTi (1 = Crop TRE1=5) = kao i PiTi | (113)

at uy,

em que, k.o € kg0 S80 as constantes de adsorcéo e dessorcdo, respectivamente, quando
na fase mdvel so estiver presente a solucdo tampdo, ou seja, estes sdo constantes para
concentracdo de modulador (¢) igual a zero. Os termos de iteracdo hidrofébica (y), ibnica
(B), e a concentracdo de saturacdo (q,) sdo constantes, os demais, alteram com o tempo,

pOSICa0 e com 0 componente.

B.1.2.2 Steric Mass-Action (SMA) para o modelo reativo-dispersivo de multiplos
componentes.

Um dos modelos de equilibrio de associacdo mais utilizados é o SMA (Equacéo
14), este modelo e as concentracdes de sal na fase estacionaria (¢, Equacdo 15) e de
contra-ions disponiveis (¢, Equacéo 16) sdo adimensionalizados, o tempo (Equagdo 92),
concentracdes da fase movel (Equacdo 94), de sal na fase estacionaria (Equacdo 114) e
de sal na fase mével (Equacdo 115). Como resultado tem-se os termos de concentracdes
de contra-ions disponiveis (Equacdo 116) e o balanco de massa da fase estacionaria
(Equacéo 117).

b= 2=, (114)
ref

b = C¢ , (115)
ref

(isscref = A- Zévzcl(vi + O-i)(CrefF)s,i’
bs = A/Crep — Lils(vi + 0Ty, (116)

6(Crefl“)s’i

()

= ka,i(CrefF)i(ésCref)vi - kd,i(CrefF)s,i(QBCref)vi'

VIl



upCref 0T ; T Vi i HVi
LTf? = Cref[Crefv koidps T — Crefv kaid” Fs'i]’

T

LCrefVi ~ Vi ~
ar uLf [ka,id)s [ _kd,id)vlrs,i]’ (117)

em que, carga ionica (v;), a capacidade de impedimento estérico (o;) e os coeficientes de
adsorcéo (kg ;) e dessorcdo (ky;) sdo constantes dependentes de cada molécula e a
capacidade ionica (A) refere-se a coluna (parametros da parte cinética do LKM), G €
uma constante global de adimensionalizagédo e os demais (I e I§;) séo variaveis de

concentracdo dependente do tempo (t), posi¢do e componente (i).

B.1.3. Solugéo das equag0es diferenciais parciais por volumes finitos para o0s
modelos cinéticos agrupados (LKM) e reativo-dispersivo de um unico

componente

As Equacbes 95 e 10 sdo empregadas para modelar o problema (solucdo das
equacdes diferenciais parciais). A equacdo algébrica para um componente pode ser

representada pela Equacéo 118.

acs

ot = ka(Qs - CS)C — kqCs, (118)

no qual, k,, k; e g5 sdo 0s parametros responsaveis pela adsorcdo, dessorcdo e
concentracdo méaxima de adsorcdo da coluna, respectivamente. Entretanto para aplicacédo
da equacdo algébrica, responsavel pela parte sélida (Equacdo 118), foi necessario
substituir os pardmetros e varidveis adimensionais, sendo para o tempo (Equacéo 92) e
concentracdo da fase mével (Equacdo 94). Se g, for Unico para coluna inteira, entdo as

Equacdes 119 e 120 sdo responsaveis pelo balango da coluna cromatogréfica para cada

componente e no.

(TCre
= (0= (1), ) Py = kalGry),

Cref OT's
uL—f— = kaCref(qS —_ Crefl—‘s)l-‘ - Crefde51

L at
aTs
; = crel;uL [kaCTef(qS - Crefrs)r - Crefkdrs],
% = uiL [ka(QS - Crefrs)r - kdrs] (119)



orl _ _(1_€T)&+ 1 £j+1/2 _ Tjt12=Tjay2 (120)
arj er Ot PejpAyx dy j-1/2 Ay

Para a solucdo do problema os termos nas faces sdo aproximados para 0s nés,
Equacdes 96 a 98. E os interpoladores de faces (Equacgdes 99 a 107), sendo eles Upwind,
interpolagdo x ou TVD. Os modelos MPM e SMA (segoes “B.1.2.1 Modelo do modulador
de fase movel (MPM) para o modelo reativo-dispersivo de multiplos componentes.”
“B.1.2.2 Steric Mass-Action (SMA) para o modelo reativo-dispersivo de multiplos
componentes.”) também foram implementados para solu¢do do problema com um dnico

componente, para SMA Equacdes 121 e 122 e para MPM Equacdo 123.

$s = A/Crep — v+ 0Ty, (121)
% = Li—Lf [ka®s T — kadp'Ty], (122)
oTl's L Ts
re = u_L [kaoey¢QSr (1 - Cref (I_s) - kdod)ﬁr‘s]’ (123)

em que, para 0 modelo SMA a carga ionica (v), a capacidade de impedimento estérico
(o) e os coeficientes de adsorcdo (k,) e dessorcdo (k,;) sdo constantes e a capacidade
ionica (A) refere-se a coluna (parametros da parte cinética do LKM), C,..r € uma constante
global de adimensionalizacdo e os demais (T e I) sdo variaveis da concentracdo de um
unico componente que depende do tempo (7) e da posi¢do. Para 0 MPM, k,, € k4o S80
as constantes de adsorcao e dessorcdo, respectivamente, quando na fase mdvel sé estiver
presente a solugdo tampao, ou seja, estes sdo constantes para concentragdo de modulador
(¢) igual a zero. Os termos de iteracdo hidrofobica (y), ibnica (8), e a concentracdo de

saturacdo (g,) sdo constantes, 0s demais, alteram com o tempo e com a posicao.

B.1.4. Solugdo das equacdes diferenciais parciais por volumes finitos para o
modelo equilibrio dispersivo (EDM) de multiplos componentes acoplado ao
modelo LSS

Se ao inves da dispersdo axial D;; (Equacdo 85) for utilizado uma disperséo
aparente D,; e considerando que a concentracdo da fase estacionaria C;; esteja em
equilibrio com a fase movel C;, a equacéo de balango pode ser rearranjada para a Equacgéo
124 (EDM).



acl a%¢; ac;

al gz2 L 5z

+F2=p (124)

Para 0 modelo multicomponente a dq;/dt da Equacdo 124 pode ser fragmentada
em trés novos termos, sendo eles o da variacdo da concentracao de soluto retido em razédo
a da fase mdvel (0q;0C;/0C;0t), somatoria da variacdo da concentracdo de soluto retido
em raz&o ao dos outros componentes (Y., 0q;0C,/9C, dt) e também pela concentragdo

do modulador de fase (0q;0¢/d¢at), representada pela Equacao 125.

aC; | (1—¢7)[8q;9C; N 9a; ack 9q; 9¢ 9%¢; ac;
at [__ 2 Da 0z? UL 9z’ (125)

or T er lac; ot k#igc, ot 6¢> at

no qual, o indice k significa os outros componentes da mistura. A Equacdo 125 foi
integrada no volume de controle finito, como nas Equac6es 87-90, e como resultado tem-
se a Equacéo 126.

j+1/2

j-1/2’

ac; j¥1/2 c.
_l| + —u &

(1-e7) [%% N 94 3Ck 3q13¢>] Dq,; 9C;
ot lj

ac; ot k#igc, at ' a¢ ot Az 9z

(126)

£T j=1/2 LAZ

Substituiu-se os pardmetros e variaveis adimensionais, sendo para o tempo
(Equacéo 92), posicdo (Equacdo 91), disperséo aparente (Equacdo 127) e concentracao
da fase mdvel (Equacdo 94), assim, a Equacdo 128 corresponde as equacdes diferenciais

parciais discretizado e adimensionalizado na concentracdo (fase movel), disperséo, tempo

e posicao .
L
Pe, = 4t (127)
ar; (1 (1-er) [6ql6F N 04i 9Tk aqla¢>]| TR VI ARTCI Vi TARe (128)
ol ar; ot k#lar, or = 9¢ ot Peyidx O j-1/2 ax j-1/2

A Equacdo 128 foi restruturada (Equacdo 129), e os termos dq;/dC; (Equacdo
130), Y¥.,0q;/0C; (Equacdo 132) e dq;/d¢ (Equacdo 134), da Equacdo 125, foram
adimensionalizados, para o tempo (Equacdo 92) e concentracdo da fase mével (Equacgéo

94), e representados pelas Equacdes 131, 133 e 135, respectivamente.

ari

aql N 04; 9T 9q; 0¢ 1 oryJ*Y/2 oy it1/2
T k 0Tl ¢ ot j Pey Ay 0x j-1/2 Ay j—-1/2
% — q$bi(21}g=1 bkck_bici"'l) (130)
aCi (1+22’=1bkck)2 '

94y _ 4sbiCref(ER=1 DkTk=bili+1/Crer) (131)
= 2 !
ar; (1+Cref ZN_, biTk)

Xl



ZN 0q; __ bibkasC;
k+i - 2
0Cy, (1+21]g=1 bka)
ZN 0q; _ bikaSCrefFi
k=i - 21
6Fk (1+Crelelg=1bkrk)
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(132)

(133)

(134)

(135)

Para a solucdo do problema, o conjunto de equacdes (Equacdo 129dej = 1,...,n

foi escrito representacdo matricial (Ax = B, sistema de equacgOes lineares). Para uma

melhor explicagcdo, um exemplo de dois componentes (Equacdes 136 e 137) e trés

volumes de controle (nds), a representacdo matricial foi Equacdo 138. Os termos nas

faces sdo aproximados para 0s nés, Equacdes 96 a 98. E os interpoladores de faces

(Equacdes 99 a 107), sendo eles Upwind, interpolagdo x ou TVD. O termo transiente

(vetor x do sistema linear Ax = B, Equacdo 138) pdde ser resolvido por método de

integracdo de equacdes diferenciais ordinarias em cada volume dada a condic¢éo inicial.

. .1
o [1 +F8| 4ot e 5|]+E —p2ul o (136)
aT, dt  Pep Ay dx jo12 Axljt a¢ at’
2
. .1
BFZ an an 6[‘1 1 6[‘2 ]+1/2 Fz ]+E an 8¢>
[1+F 202) y p o220 - Uo7 _ L2 24299 (137)
or, or, ot Pep Ay Oy j-1/2  Axlj_1 o¢p ot'
2
r aq1 991
[1 + Farl] 0 0 ol 0 0
o0 oa
0 [1+Far1]2 0 0 Fe 0
0 0 [1 + F"‘“] 0 0 F%
— 213
A= pon 0 0 [1+F22 0 0
ars 1, ar 11,
94z 942
0 o 0 0 [1 +F arz] ) 0
94 942
0 0 o, 0 0 |1+ 75| 3
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1 or, |tz p |1+1/2 g, 00| 1
0T 7 mg 1-1/2 ax 1-1/2 99 ot 1
ot |4 1 or,|2t1/2 o |2+1/2 g, 09
% , Per1dx 0x 2-1/2 Ay 2-1/2 g ael,
or, L onyPYY2n BY2 g, 09
y a9t 3| _ Pep14x 0x 3-1/2 Ay 3-1/2 d¢ otls (138)
ar, 1 or,|t1/2 | 1+1/2 0a, 00| |
aalfz 1 PeL2Ax 0X 1-1/2 oy 1-1/2 g atly
a2l L an,|P*U2 0, 2*Y2 g, 09
ar; Peradx 0xly 1,2 AXlp—q1)2 agp otl,
[ o7 |5 1 or,3t1/2  r,|3+1/2 30, 3¢
| Peszax ax 3-1/2 o 3-1/2 g ol

Para eluicdo por gradiente, a retencdo do componente i altera com o tempo de
processo e neste caso a concentracdo da fase estacionaria em equilibrio com a fase mével
altera com a concentracdo do modulador de fase. Observe que o fator de retencdo de cada
componente (k;) do modelo LSS, Equacdo 1, é equivalente a F dq;/dC;, pressupondo 0
modelo de eficiéncia infinita (caso linear e IM), Equacdo 77. No qual, pela constante de
Henry (a; = q¢b;) € possivel determinar a constante de equilibrio b; para isoterma linear
(Equacédo 139).

ki = Fai = Fqsbi, (139)

em que, b; ¢ a constante de equilibrio e g, a constante responsavel pela concentracao
maxima de soluto na coluna (constante de saturacdo). Basicamente, a constante de
equilibrio pode ser definida em fung&o de um modelo exponencial b; = b, ;e ~5i?, sendo
b, a constante de equilibrio para concentragdes baixas ou nulas de modulador, S; da
constante do modulador e ¢(t) para concentracdo do solvente. Entretanto, a isoterma
linear ndo representa uma competitividade dos componentes entre si. Portanto, daqui em
diante a Equacdo 131 (isoterma competitiva de adsor¢do de Langmuir) foi a Unica
implementada para o modelo equilibrio dispersivo multicomponente, e sempre quando
tive uma concentragdo de solvente (¢ , modulador) na coluna o b; = by ;e™5i% e by, =

by ;e~5i® sfo substituidos nas Equagbes 131, 133 e 135.

X1



B.1.5. Solucdo das equacdes diferenciais parciais por volumes finitos para o
modelo equilibrio dispersivo (EDM) de um Unico componente acoplado ao
modelo LSS

A Equacdo 125 pode ser restruturada para uma equacdo de um Unico componente
(Equacéo 140), restando dois termos, sendo eles o da variacdo da concentracao de soluto
retido pela da fase mével (0q dC/dCat) e também pela concentracdo do modulador de
fase (dqo¢/0¢at), para isoterma de Langmuir acoplado ao modelo LSS (teorias
discutidas no ultimo topico, Equacdo 139, e na se¢do “2.5.1 Modelo de forca do solvente
linear (LSS)”), tem-se EquagOes 141 e 142, respectivamente. Para isoterma linear o

termo dq/0C pela Equacdo 143 e dq/d¢ através da Equacdo 144.

ac 9q9C | 9q 09 ac
atF [E ot T o 6t] Da az2 B (140)
o°q __ _ qsbo exp‘5¢

=q'(C) = EPTap—— (141)
dq _ —qsboexp~SPCs
o (1+bg exp=S9C)* (142)
q' = qsbo exp™5?, (143)
2—: = — qsby exp™S?CS, (144)

no qual a constante de equilibrio para concentracfes baixas ou nulas de modulador (b)),
constante do modulador (S) e concentracdo do solvente (¢ (t)). A Equacdo 140 pode ser
rearranja para Equacdo 145 de modo que o termo dC/dt esteja isolado. O termo
transiente pbde ser resolvido por método de integracdo de equacdes diferenciais

ordinérias em cada volume dada a condi¢&o inicial.

ac ' _p 2%¢_ . 9 _040¢
6t[1+Fq(C)]_Daazz up, - Fa¢at (145)

A Equacdo 145 é integrada no volume de controle finito e fornece as Equagdes
146, 147 e 148, sendo que E =[1+ Fq'(C)] e Ay a area de seccdo transversal do

volume.
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Ef%ov =D, L0V —u, [Lov-F 2%y, (146)

ag at
ac ac aq 64>
ac _ ac|7+4z/2 2+4z/2 9q 9¢
EAVEAZL =DuAv], o —wACIL — FAy SLSt Az | (148)

A Equacdo 148 é dividida por A, Az e neste caso considera que cada posicéo central
do volume ou né pertence a uma posicdo j. Assim, na Equacdo 149, substitui-se 0s
parametros e varidveis adimensionais, sendo estes para o tempo (Equagdo 92), posi¢do
(Equacdo 91), dispersdo aparente (Equacdo 93) e concentracao da fase movel (Equacgao
94).

j+1/2 j+1/2
A Y -4 (149)
j—1/2 Az j-1/2 d¢ ot j

D, 0C
Az 0z

[1+Fq'(©15] =
]

no qual, y é o termo da posicao, T tempo e I" concentracdo, todos adimensionalizados e

Pe, € 0 numero de Peclet para dispersdo aparente. Diante disso, a Equacao 150 é definida

para cada volume j, sendo que o termo ar/ax|’*y; e T/axt: =

(Tj41/2 — [j—1/2)/Ax dependem das faces do volume (a partir do né j).

10| _ 1 arptYZ Tiyp-Tii L dq(D) 9¢
[1+FQ(F)]Ej—maj_1/2— Ax —F 2 Ej (150)

Os termos q'(I") (Equacdes e 141) e dq(I')/d¢ (Equacbes 142) sdo definidos
pelas Equagdes e 151, isoterma linear, e para isoterma Langmuir pelas Equagdes 152 e
153.

ag_g) = —qsb, exp~S?T' S, (151)
94 _ __ asboexp™S?

40 = 3 = e (152)

oql) _  —qshy exp‘S¢FS

= . 1
o¢ (1+bg e)cp—~‘;¢r‘(:,ﬂef)2 (153)

Os termos nas faces s@o aproximados para 0s n6s, como nas Equacgdes 96 a 98, sO
que para somente um unico componente. E os interpoladores de faces (Equacbes 99 a
107), sendo eles Upwind, interpolagdo k ou TVD, também para monocomponente. Os
termos transientes dI'/dt (Equagdo 150) de cada n6é foram resolvidos por método de

integracdo de equacg0es diferenciais ordinarias.
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B.2. Modelagem da concentracéao de solvente na coluna, admensionalizacéo.

A adimensionalizacdo das Equagfes 59, 60 e 61, no tempo (Equacdo 92) e na

posicdo (Equacdo 91), passam a ser Equacdo 154, 155 e 156, respectivamente.

X1 = Z—ii (t—t6mj) = (T —T6mj)s (154)
X2 = (T - TG,fin)v (155)
¢ = bmin — (= Smetnin) (3, — 1),

& = Gmin — B Oy~ 1),

b = Prin — Lmn=Pmax (). (156)

(x1—x2)
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