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RESUMO

A proteina A de superficie de pneumococo (PspA) ¢ uma proteina ligante de
lactoferrina que pode ser encontrada na superficie de Streptococcus pneumoniae. O seu uso
como agente carreador na formulagdo de vacinas conjugadas contribui para a prote¢do contra
infecgcdes como pneumonia, sinusite € meningite. Recentemente foi desenvolvido pelo Instituto
Butantan um processo de purificagdo de PspA4Pro produzida em cultivos de Escherichia coli
BL21(DE3) pET37b+PspA4Pro. Apesar dos resultados alcangados em termos de pureza serem
satisfatorios verificou-se perda significativa do produto de interesse ao longo da purificagao,
principalmente na cromatografia de troca anidnica, a etapa mais cara do processo downstream.
Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo modelar e simular esta operagao,
desenvolvendo uma metodologia aplicavel a misturas complexas. Na primeira etapa deste
trabalho extratos celulares obtidos de biomassas de E. coli produzidas em diferentes condi¢fes
de cultivo foram purificados. A cromatografia de troca ani6nica foi executada no sistema Akta
Avant 150 e as amostras foram analisadas por metodologia Bradford e densitometria de
bandas. O processo foi modelado no software EMSO (Environment for modeling, simulation
and optimization) e as isotermas de acdo em massa estérica e de Langmuir modificada foram
testadas com a equacgédo do equilibrio dispersivo para estimar parametros e validar modelos,
mostrando-se adequadas para simular o perfil de elui¢cbes. A isoterma de acdo em massa
estérica foi usada para simular o processamento de uma amostra virtual, com parametros de
PspA4Pro e impurezas proteicas ajustados separadamente. Os resultados da simulacdo foram
comparados com os resultados de uma elui¢ao experimental. Em ambos os casos foi observado
que PspA4Pro eluiu no inicio do pico, mostrando semelhanca entre os perfis da simulacéo e do
experimento e permitindo estabelecer um esquema de purificacdo alternativo que forneceu
PspA4Pro a 82.8% de pureza, representando um aumento de 34% em relacdo ao processo de
purificacdo original. Em uma segunda etapa, diferentes experimentos envolvendo modificacdes
nas forcas idnicas de eluicdo e aumento de massa proteica processada foram testados na coluna
e uma metodologia validac6es cruzadas foi aplicada. Simulagées demonstraram que a coluna
cromatografica poderia processar o dobro de proteina sem perda de qualidade da PspA4Pro
obtida. Os resultados foram confirmados experimentalmente, obtendo-se uma rendimento
especifico de 22 x 10° g PspA4Pro.mLresina com 81,2% de pureza, superior a rendimento
especifico de 10 x 10° g PspA4Pro.mLresina™* com 73,9% de pureza do processo original. Em
uma Gltima etapa, a metodologia de validacéo cruzada foi utilizada para estimar separadamente
os parametros de PspA4Pro e impurezas proteicas. Os resultados das simula¢@es, mais uma vez
mostraram a tendéncia de PspA4Pro eluir no inicio do pico, mas em perfis variaveis de acordo
com a forca ibnica aplicada, possibilitando a identificacdo de estratégias alternativas de eluicao.
Os melhores resultados foram obtidos aplicando menores forcas ibnicas, levando a um
expressivo aumento de pureza (91,0%) sem reducdo de rendimento especifico (9,7 x 103
Opspaapro.MLresina ). As conclusdes deste trabalho mostram que é possivel utilizar modelos
matematicos para descrever cromatografias e aumentar eficiéncia, mesmo para misturas
complexas, como é o caso dos extratos celulares com proteinas recombinantes. Esta abordagem
facilita a analise do processo de forma sistematica e permite a melhor compreensdo de
operacdes reais de purificacdo.

Palavras-chave: Escherichia coli. Proteinas recombinantes. Cromatografia de troca anidnica.
Modelagem matematica. Modelo do Equlibrio Dispersivo.



ABSTRACT

Pneumococcus surface protein A (PspA) is a lactoferrin-binding protein that can be
found on the surface of Streptococcus pneumoniae. The use of this protein as a carrier in the
formulation of conjugate vaccines contributes to the protection against infections such as
pneumonia, sinusitis and meningitis. Recently, the Butantan Institute developed a purification
process for PspA4Pro produced by cultures of Escherichia coli BL21 (DE3) pET37b +
PspA4Pro. Although the results achieved in terms of purity were satisfactory, it was observed a
significant loss of the product during the purification, especially in anion exchange
chromatography, the most expensive step in the downstream process. In this context, the
present work aims to model and simulate this operation, developing an applicable methodology
to model complex mixtures. In the first stage of this work, clarified cell extracts obtained from
E. coli biomass produced under different cultivation conditions were purified. Anion exchange
chromatography was performed on the Akta Avant 150 system and the samples were analyzed
by Bradford methodology and band densitometry. The process was modeled by the EMSO
software (Environment for modeling, simulation and optimization) and the modified Langmuir
and the steric mass action isotherms were separately tested along with the equilibrium
dispersive model to estimate the parameters and validate the models, proving to be adequate to
simulate the process. The steric mass action isotherm was also used to simulate the
chromatography of a virtual sample, with the parameters of PspA4Pro and the protein
impurities separately adjusted. The simulation results were compared with the results of an
experimental elution. In both cases it was observed that PspA4Pro eluted at the beginning of the
peak, showing similarity between the simulation and experiment profiles and allowing to
establish an alternative purification scheme that provided PspA4Pro at a purity of 82.8%,
representing an increase of 34% when compared to the original purification process. In the
second stage of this work, different experiments involving modifications in ionic elution forces
and in the processed protein mass were tested on the column and a cross-validation
methodology was applied. Simulations demonstrated that the chromatographic column could
process twice the protein without loss of quality of the obtained PspA4Pro. These results were
experimentally confirmed, providing a specific yield of 22 x 102 g pspadpro.MLresin™ With purity
of 81.2%, which was higher than the specific yield of 10 x 107 gespasrro.MLresin With purity of
73,9% obtained at the original process. In the last stage of this work, the cross validation
methodology was once again used to separately estimate the PspA4Pro and the protein
impurities parameters. The results of the simulations once again showed the tendency of
PspA4Pro to elute at the beginning of the peak, but in variable profiles according to the applied
ionic force, enabling the identification of alternative elution strategies. The best results were
obtained by applying lower ionic forces, leading to a significant increase of purity (91.0%)
without reduction of specific yield (9.7 x 107 gpspaspro.MLresin ™). The conclusions of this work
show that it is possible to use mathematical models to describe chromatographic processes and
to increase efficiency, even when complex mixtures are being processed, such as cell extracts
with recombinant proteins. This approach facilitates systematic process analysis and allows a
better understanding of actual purification operations.

Keywords: Escherichia coli. Recombinant proteins. Anion exchange chromatography.
Mathematical modeling. Equilibrium Dispersive Model.



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Mortalidade estimada em criangas com menos de cinco anos de idade expostas a
doengas causadas por pneumococos. 31

Figura 2.2. Etapas da transferéncia de oxigénio desde a fase gasosa até o interior da célula
(Fonte: CAMPANI, 2014). 34

Figura 2.3. Sequéncia de operagdes unitarias propostas para purificagdo de PspA4Pro em
células de Escherichia coli recombinante. 37

Figura 2.4. Representacao de um homogeneizador de alta pressao (Adaptado de SUBSTECH,

2013). 39
Figura 2.5. Representacdo da curva de ruptura em sistema de adsorcdo com leito fixo.
Adaptado de TREYBAL (1981). ZTM: Zona de transferéncia de massa. 42
Figura 2.6. Esquema do mecanismo de troca ionica (Fonte: COLLINS, 2006). 44

Figura 2.7. Perfil de eluicdo hipotético gerado pelo processo cromatografico descrito na figura
anterior (Fonte: COLLINS, 2006). 44

Figura 2.8. Representacdo da transferéncia de massa de uma proteina em uma particula
esférica de resina. Fonte: Autoria propria. 46

Figura 2.9. Representacdao dos aspectos de transferéncia de massa observados no Modelo do
equilibrio dispersivo. Fonte: Autoria propria. 48

Figura 2.10. Representagdo dos aspectos de transferéncia de massa observados no modelo do
transporte dispersivo. Fonte: Autoria propria. 49

Figura 2.11. Representacdo dos aspectos de transferéncia de massa observados no modelo
geral. Fonte: Autoria propria. 52

Figura 2.12. Representagdo grafica da isoterma de adsorcdo linear. Fonte: Autoria propria. 53

Figura 2.13. Representacdo grafica da isoterma de adsor¢do de Langmuir. Fonte: Autoria
propria. 55

Figura 2.14. Representacdo grafica da isoterma de adsor¢do de Langmuir com competicao
entre as espécies quimicas A e B. Fonte: Autoria propria. 58

Figura 2.15. Representacdo tridimensional da isoterma de adsor¢do de Langmuir com
competi¢do entre as espécies quimicas A e B. Adaptado de GUIOCHON, 2006. 58

Figura 2.16. Representagdo grafica da isoterma de adsor¢do de Langmuir modificada a partir
de diferentes concentracdes de sal. Fonte: Autoria propria. 60

Figura 2.17. Esquema representativo da ligacdo de proteinas em uma superficie de troca
cationica. Adaptado de: GALLANT, 1995. 63



Figura 3.1. Descri¢do da estratégia de modelagem e simulacdo do processo utilizando o
modelo dispersivo de equilibrio (MED) em conjunto com as isotermas de agdo em efeito
estérico (SMA) ou Langmuir modificada (LM). Os parametros foram estimados a partir dos
dados da CTA-I e a validagdo do modelo foi realizada com os dados da CTA-II. 77

Figura 3.2. Descricdo da estratégia de simulacdo do extrato virtual de células clarificadas
(ECC) utilizando o modelo do equilibrio dispersivo (MED) em conjunto com a isoterma de
acdo em efeito estérico (SMA). Os parametros do pool de proteinas ¢ PspA4Pro foram
estimados a partir dos dados CTA-IIT e CTA-1V, respectivamente . 80

Figura 3.3. SDS-PAGE dos extratos celulares clarificados (ECC) com PspA4Pro
recombinante e outras proteinas. 1) Marcador molecular contendo fosforilase (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidro (30 kDa), tripsina (20 kDa) e lactalbumina
(14,4 kDa). 2) ECCa produzido por células cultivadas com indugdo de lactose a 27 °C. 3)
ECCsg produzido por células cultivadas com inducao de IPTG a 37 °C 4) ECCc produzido por
células portadoras do vetor pET37b sem o inserto de PspA4Pro. 5) Amostra pura de
PspA4Pro (SPP). 82

Figura 3.4. SDS-PAGE das fragdes de elui¢des Q300 produzidas pela cromatografia. 1)
Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 2) Fracao Q300 produzida por células cultivadas
com indugdo de lactose a 27 °C 3) Fragao Q300 produzida por células cultivadas com indugao
de IPTG a 37 °C 4) Fracao Q300 produzida por células portadoras do vetor pET37b sem o
inserto de PspA4Pro. 5) Fragdao Q300 produzida por amostra pura de PspA4Pro (SPP). 83

Figura 3.5. Comparagdo de cromatogramas experimentais: CTA-I realizada com extrato
celular clarificado (ECC) do cultivo A (células induzidas por lactose a 27 °C), CTA-II
realizada com ECC do cultivo B (células induzidas por IPTG a 37 °C), CTA-III com ECC do
cultivo C (células portadoras do vetor pET37b sem inserto de PspA4Pro) e CTA-IV
(PspA4Pro pura). 84

Figura 3.6. Perfis de elui¢do para as proteina totais dos extratos celulares ECCa na CTA-I
(estimativa dos parametros do modelo): a) Dados experimentais (linha preta sélida), perfis
simulados usando a isoterma de acdo em efeito estérico (SMA) em conjunto com o modelo do
equilibrio dispersivo (MED) (linha preta tracejada) e perfis de eluicdo obtidos a partir de
aplicagdo de NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza tracejada); b) Dados
experimentais (linha preta solida), perfis simulados usando a isoterma de Langmuir
modificada (LM) em conjunto com o modelo do equilibrio dispersivo (MED), e perfis de
elui¢do obtidos a partir de aplicagdo de NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza
tracejada). 88

Figura 3.7. Perfis de eluicdo para as proteina totais dos extratos celulares ECCg na CTA-II
(valida¢dao do modelo): a) Dados experimentais (linha preta solida), perfis simulados usando a
isoterma de acdo em efeito estérico (SMA) em conjunto com o modelo do equilibrio
dispersivo (MED) (linha preta tracejada) e perfis de elui¢do obtidos a partir de aplicagdo de
NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza tracejada); b) Dados experimentais (linha
preta solida), perfis simulados usando a isoterma de Langmuir modificada (LM) em conjunto
com o modelo do equilibrio dispersivo (MED), e perfis de eluicdo obtidos a partir de
aplicagdo de NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza tracejada) . 89



Figura 3.8. Modelo da isoterma de acdo em efeito estérico (SMA) (linhas tracejadas) ajustado
aos perfis de eluigdo experimental Q300 (linhas sélidas). a) cromatografia de troca anidnica
(CTA-III) aplicada em extrato celular clarificado do cultivo C (células portadoras do vetor
pET37b sem o gene de PspA4Pro); b) cromatografia de troca anionica (CTA-IV) aplicada em
solucdo de proteina pura (SPP). 91

Figura 3.9. Perfis de eluigdo simulados para PspA4Pro, para o conjunto de impurezas
proteicas e para a mistura de proteinas totais da cromatografia de troca anidnica (perfil de
eluicdo obtido com aplicagdo de 300 mM de NaCl). As simulagdes foram realizadas
utilizando a isoterma de agdo em efeito estérico (SMA) em conjunto com o modelo do
equilibrio dispersivo (MED). Os parametros estimados estdo expostos na Tabela 3.3. 92

Figura 4.1. Descricao da cromatografia de troca anidnica. A amostra QNAds contem a fracao
nao adsorvida. As amostras Qi, Q> e Qs contém as eluicoes fraca, média e forte,
respectivamente. 100

Figura 4.2. Procedimento numérico utilizado para estimar os parametros e simular o sistema
descrito pela Figura 4.1. Foram utilizados dados dos experimentos A, B, C e D. 105

Figura 4.3. Curvas das eluicdes Qi, Q2 e Qs simuladas (vermelhas) e ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos B, C e D. A performance da simulacao foi validada
pelo experimento A. 111

Figura 4.4. Curvas das eluicdes Qi, Q2 e Qs simuladas (vermelhas) e ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos A, C e D. A performance da simulacao foi validada
pelo experimento B. 112

Figura 4.5. Curvas das eluicdes Qi, Q2 e Qs simuladas (vermelhas) e ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos A, B e D. A performance da simulacao foi validada
pelo experimento C. 112

Figura 4.6. Curvas das eluicdes Qi, Q2 e Q3 simuladas (vermelhas) e ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos A, B ¢ C. A performance da simulacao foi validada
pelo experimento D. 113

Figura 4.7. Perfis de eluicdo simulados (qi) dos pools de proteinas Qi-I (linhas azuis), Q;-II
(linhas laranjas), Q: (linha cinza) e Qs (linha amarela) nos N pratos tedricos da coluna
cromatografica a partir do processamento da massa de proteinas adsorvidas no experimento A,
chamada de Ma (linha A), 2 x Ma (linha B) e 3 x Ma(linha C). As condigdes simuladas foram
apresentadas imediatamente apos aplicagdes do extrato celular clarificado (ECC) e eluigdes

Qi e Qo 115

Figura 5.1. Representagdo do perfil de eluicdo Q> para os experimentos realizados com
ECCB. O volume total eluido foi dividido em dez subfracdes, cada uma com 0,5 volume de
coluna. 126

Figura 5.2. Estratégia experimental utilizada para identificar os pardmetros do modelo e
simular a cromatografia de troca anionica usando dados das corridas I a VII. 131



Figura 5.3. Estratégia experimental utilizada para simular o sistema a partir de variagdes na
concentragdo de NaCl em Q; (250 mM a 350 mM). Os dados utilizados pertenceram as
cromatografias (CTAs) VII a IX. 132

Figura 5.4. Comparagdes entre as cromatografias de troca anionica CTA-I, CTA-II e CTA-III
experimentais (linhas so6lidas) e simuladas (linhas pontilhadas) representadas nos quadros
“a)”, “b)” e “c)”, respectivamente: Os experimentos foram realizados com extrato celular
clarificado (ECC) do cultivo A (células ndo produtoras de PspA4Pro cultivadas a 37 °C, com
indugdo por lactose). Os primeiros e ultimos picos de todas as corridas foram obtidos pela
aplicacao de 5 VC de eluigdes com 150 e 1000 mM de NaCl, respectivamente. Os segundos
picos foram obtidos pela aplicacdo de 5 VC de eluigdes com 300, 250 ¢ 350 mM de NaCl,
respectivamente. 138

Figura 5.5. Comparagdo entre os cromatogramas experimentais (linhas so6lidas) e simulados
(linhas pontilhadas) das cromatografias de troca anidonica CTA-IV, CTA-V e CTA-VI: Os
experimentos foram realizados com solu¢do de PspA4Pro pura (SPP). As primeiras e tltimas
eluicdes nao foram detectadas. As segundas eluigdes foram obtidas pela aplicacao de 5 VC de
solu¢ao com 300, 250 e 350 mM de NaCl, respectivamente. 139

Figura 5.6. Comparagdo entre os cromatogramas experimentais e simulados de CTA-VII. Os
dados experimentais foram obtidos com extrato celular clarificado (ECC) do cultivo B
(células produtoras de PspA4Pro induzidas por lactose a 37 ° C). A simulagdo foi realizada
considerando as MTPs e purezas informadas na Tabela 5.2 (CTA-VII), as condigdes iniciais €
parametros fixos da Tabela 5.3 e os parametros estimados da Tabela 5.4 para todos os pools de
proteinas e PspA4Pro. 140

Figura 5.7: Géis SDS-PAGE do extrato celular clarificado (ECCg) que apresentava PspA4Pro
recombinante junto com outras proteinas e dos subfragmentos 2 a 6 da eluigdo Q> de CTA-VII.
MM) Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 1) ECCg obtido por células produtoras de
PspA4Pro cultivadas a 37 °C com indugdo por lactose. 2) subfragmento 2 de Q.. 3)
subfragmento 3 de Q.. 4) subfragmento 4 de Q>. 5) subfragmento 5 de Q». 6) subfragmento 6 de
Q. 143

Figura 5.8. Valores simulados das recuperagdes de PspA4Pro (linhas amarelas) e purezas
(linhas azuis) para os perfis alternativos de eluigdes baseados em variagdes da forga iOnica da
eluicao central (250 mM a 350 mM) . 145

Figura 5.9. Valores simulados das recuperacdes de PspA4Pro REC(t) para os perfis
alternativos de eluigdes baseados em variagdes da forga idnica da eluigdo central (250 mM a
350 mM. 146

Figura 5.10. Valores simulados das purezas P(t) para os perfis alternativos de eluicdes baseados
em variagOes da forca i6nica da elui¢do central (250 mM a 350 mM). 146

Figura 5.11. Comparagao dos cromatogramas simulados de CTA-VII quando concentragdes de
250 mM e 350 mM sdo aplicadas em Q». Para cada caso, picos de PspA4Pro e do pool de
proteinas eluidas no mesmo momento foram descritos separadamente . 147



Figura 5.12. Comparacdo entre cromatogramas experimentais: CTA-VIII e CTA-IX realizados
com extrato celular clarificado (ECC) do cultivo B (células produtoras de PspA4Pro
cultivadas a 27 °C com inducdo por lactose). As eluicdes foram realizadas com 150 mM, 250
mM e 1000 mM de NaCl e 150 mM, 350 mM e 1000 mM de NaCl, respectivamente. 148

Figura 5.13: Géis SDS-PAGE do extrato celular clarificado (ECCg) que apresentava PspA4Pro
recombinante junto com outras proteinas e dos subfragmentos 2 a 6 da eluicdo Q> de CTA-VIII.
MM) Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 1) ECCg obtido por células produtoras de
PspA4Pro cultivadas a 37 °C com indug¢do por lactose. 2) subfragmento 2 de Qz. 3)
subfragmento 3 de Q2. 4) subfragmento 4 de Q.. 5) subfragmento 5 de Q2. 6) subfragmento 6 de
Q. 149

Figura 5.14: Géis SDS-PAGE do extrato celular clarificado (ECCg) que apresentava PspA4Pro
recombinante junto com outras proteinas e dos subfragmentos 2 a 6 da elui¢do Q> de CTA-IX.
MM) Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 1) ECCg obtido por células produtoras de
PspA4Pro cultivadas a 37 °C com indugdo por lactose. 2) subfragmento 2 de Qz. 3)
subfragmento 3 de Q. 4) subfragmento 4 de Q.. 5) subfragmento 5 de Q2. 6) subfragmento 6 de
Q2. 149

Figura A.1. Esquema de reatores de mistura perfeita para a conversao de A em B através de
reacdo de primeira ordem . 164

Figura A.2. Definicao dos modelos envolvidos em um processo que apresenta trés reatores em
série. 165

Figura A.3. Desenvolvimento do fluxograma que representa o processo de trés reatores em
série. 166

Figura A.4. Resultados do processo simulado composto por trés reatores em série. 166

Figura B.1. Variagdo do perfil de absorbancia (Abs) e porcentagem de condutividade (%C)
durante o tempo no processo de cromatografia anidnica. Elui¢des: Q150 (0 a 20 minutos),
Q300 (20 a 40 minutos) e Q1000 (40 a 60 minutos). 167

Figura B.2. Variagdo de concentragdo de proteinas (P) ¢ NaCl (Cnaci) durante o tempo no
processo de cromatografia anidnica. 169

Figura D.1. Perfis de eluicdo de proteinas da mistura CCEa na AEC-I (estimativa de
parametros): Dados experimentais (linha sélida), perfis simulados usando a isoterma de
Langmuir competitiva (linha pontilhada escura) e perfis de elui¢ao usando 150 mM, 300 mM
e 1000 mM de NaCl (linha pontilhada clara). 181

Figura D.2. Perfis de elui¢do de proteinas da mistura CCEg na AEC-II (validacao do modelo):
Dados experimentais (linha soélida), perfis simulados usando a isoterma de Langmuir
competitiva (linha pontilhada escura), e perfis de eluicdo usando 150 mM, 300 mM e 1000
mM de NaCl (linha pontilhada clara). 181



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1. Caracteristicas das condicdes de entrada, fragcdes ndo adsorvidas (QNAds) e
fragdes de eluicao (Q150, Q300 e Q1000) para as cromatografias de troca anionica (CTA) I a
IV executadas em uma coluna XK 50/30. 81

Tabela 3.2. Condi¢des iniciais e parametros fixos usados para a simulagdo da cromatografia de
troca anionica. 85

Tabela 3.3. Pardmetros estimados das isotermas de agdo em efeito estérico (SMA) e Langmuir
modificada (ML) durante as corridas cromatograficas CTA-1, CTA-III e CTA-IV. 86

Tabela 3.4. Valores simulados e experimentais da massa total de proteinas (MTP) e pureza
para o perfil de eluicdo alternativo obtido com base no subfracionamento da eluicio Q300
(CTA-V, realizado usando a coluna XK 26/20. 93

Tabela 4.1. Caracteristicas do extrato celular clarificado e perfis de eluicdo dos experimentos
realizados em uma coluna de 70 mL com resina Q-Sepharose. 101

Tabela 4.2. Massa (M), pureza (P;) e recuperagoes de PspA4Pro (Ri) nos extratos celulares
clarificados (ECC) e fracoes QNAds, Q1, Q2 e Q3. As amostras foram obtidas a partir da
realizacdo dos experimentos A a E para purificar PspA4Pro com cromatografia de troca
anionica. 108

Tabela 4.3. Condigdes iniciais € parametros fixos utilizados nas simulacdes da cromatografia
de troca anidnica. 109

Tabela 4.4. Parametros estimados das simulagdes I a V para os pools de proteinas (Qi-I, Qi-II,
Q2¢ Q3) observados durante a cromatografia de troca anionica. 110

Tabela 5.1. Descricdo das amostras de entrada e definicdo dos perfis de eluicao Qi, Q2 ¢ Q3
para as cromatografias de troca anionica (CTA) I a IX realizadas em coluna Q-Sepharose de
70 mL. 125

Tabela 5.2. Caracteristicas dos materiais de partida e dos perfis de eluicdo (Q1, Q2, € Q3) para
as corridas cromatograficas (CTA) [ a IX. 133

Tabela 5.3. Condigdes iniciais e parametros fixos utilizados para simular o processo de
cromatografia de troca anidnica. 136

Tabela 5.4. Parametros estimados da isoterma de agdo em efeito estérico (SMA) para os pools
de proteinas (1-1, 1-II, 2 e 3) das cromatografias de troca anionica CTA-I, CTA-Il e CTA-II e
para PspA4Pro eluido nas corridas CTA-1V, CTA-V e CTA-VL. 136

Tabela 5.5. Compara¢dao dos tempos de residéncias e concentragdo maxima de proteinas
(Cr.max) para os picos 1-1, 1-1I, 2/PspA4Pro e 3 dos cromatogramas experimentais e simulados
de CTA-VIL 141

Tabela 5.6. Valores experimentais e simulados de recuperacdes (RECin) e purezas (Pin) de
CTA-VII seguidos pelos valores experimentais de recuperagdes (RECo.a¢) € purezas (Po.as) de



CTA-VIII e CTA-IX para os perfis de eluicdes alternativos compostos por N
subfracdes. 141

Tabela D.1. Parametros ajustados durante a simulacdo usando o modelo de Langmuir
competitivo. 180



LISTA DE SIMBOLOS

es: Porosidade do leito

A: Largura do pico gerado por uma molécula sem afinidade pela resina

¥ ou Vi : Parametro empirico da isoterma de Langmuir modificada

I] ou I]i: Parametro empirico da isoterma de Langmuir modificada

ep: Porosidade da particula

er: Porosidade total da coluna de adsor¢ao

Vi: Valores simulados na saida do processo

o ou o;: Fator estérico de uma proteina ou adsorbato

At: Tempo de elui¢do total de um perfil de eluicao alternativo

AZ: Comprimento de cada prato tedrico da coluna

0: Fragao de sitios ativos ocupados em uma resina

0: Numero de elementos de um perfil de eluicao alternativo quando ti-ti.1 =~ 0
0a: Fracdo de sitios ativos ocupados por A em uma resina

Og: Fragdo de sitios ativos ocupados por B em uma resina

Ov: Fragao de sitios ativos vazios em uma resina

A: Numero de sitios ativos ligantes disponiveis por volume de resina (mols/mLesina)

o: Numero de parametros estimados



LISTA DE ABREVIACOES

%C: Porcentagem de condutividade

1-I: Primeiro pool de proteinas eluidas em Q;
1-1I: Segundo pool de proteinas eluidas em Q;
Abs: Absorbancia

731 2)
1

Absi: Absorbancia de cada pico “1” do cromatograma

Aqiso1 € Aqison: Areas observadas dos picos Q150-1 e Q150-1I no cromatograma
BSA: Bovine serum albumin

Co, Ca, Cg e Cc: Concentragdes de adsorbato na saida da coluna de adsorgao

Ci: Clarificado obtido por aplicagao de CTAB

C»: Clarificado obtido por crioprecipitacao

Cait Concentracdo do elemento A na saida do reator “1” (mol/L)

Ca,in: Concentragao do elemento A na entrada do sistema de reatores (mol/L)
Ca,out: Concentragao do elemento A na saida do sistema de reatores (mol/L)

CA: Concentragao de PspA4Pro na fase liquida (Apéndice E)

Cas, Cgs, Ca, Cp e Cs: Concentracdes dos elementos teoricos AS, BS, A, B e S na fase liquida
(g/mL)

CB: Concentracao de impurezas proteicas na fase liquida (Apéndice E)
cext: Concentracao de adsorbato na fase liquida (g/mL)

ciany - Concentracdo inicial de proteinas ndo adsorvidas na resina no interior da coluna
(g/ eresina)

cie: Concentracdo dos “1”” grupos proteicos no extrato celular clarificado
ci: Concentracdo de adsorbato ou proteina na fase movel (g/mL),

cn: Concentracdo na fase liquida do elemento tedrico N (g/mL)

cnact: Concentracdo de NaCl na fase liquida (g/mL)

Cnaci: Concentragao de NaCl no cromatograma (Apéndice B)

cp(r): Concentracdo de proteina ou adsorbato na fase liquida no interior da particula esférica
de resina (g/mL)

Cr,max: Concentracdo maxima de proteinas observada em um pico

cp: Concentragdo de proteina ou adsorbato na fase liquida quando r=Rp (g/mL)



CS: Concentracdo de sal na fase liquida (Apéndice E)

cs: Concentracdo do soluto na fase estaciondria que ndo esta em equilibrio com a fase liquida
(g/mL)

Csal OU Csale: Concentracdo de sal na fase liquida (g/mL)

CTA: Cromatografia de troca anionica

CTAB: Brometo de cetiltrimetilamonio

D: Distancia que a luz atravessa pelo corpo de medi¢ao do cromatografo
Da: Coeficiente de dispersdo axial (cm?/s)

Dp: Coeficiente de difusividade aparente no interior de uma particula esférica de resina
(cm?/s).

dp: Didmetro da particula esférica de resina

dt: Elemento diferencial do tempo

dz: Elemento diferencial da distancia percorrida na coluna
ECC: Extrato celular clarificado

EMSO: Environment for modeling, simulation and optimization
F: Fluxo da fase movel

FDA: Food and Drug Administration

Fin: Fluxo na entrada no reator (L/s)

Fout: Fluxo na saida no reator (L/s)

G-REC: Recuperagao global da cromatografia de troca anidnica
HCAP: Homogeneizador continuo de alta pressao

ILM: Isoterma de Langmuir modificada

IPTG: Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosidio

Ka: Constante de adsor¢ao do elemento tedrico A (mL/g)
Kadgsou Kags, i: Constante de adsor¢ao

Kads* ou Ki’: Constante de adsorgao corrigida (g/mLresina)

kai: Constante de adsor¢do da proteina “i” (Apéndice E)

Kg: Constante de adsor¢ao do elemento tedrico B (mL/g)

kDa: Kilodalton

Kpesou Kpesi: Constante de dessorc¢ao



Kd;: Constante de dessor¢ao da proteina “i” (Apéndice E)

Kgqou Kgg,i : Constante de equilibrio da adsor¢ao

731 0)
1

Kgg,i: Constante de equilibrio de um grupo de proteinas

731 0)
1

Ki: Constante de absortividade molar de cada pico “i” do cromatograma (Apéndice B)
Ki: Constante de adsor¢do do elemento “i” (mL/g)

km: Coeficiente aparente de transferéncia de massa na parede da particula de resina (s™)
Kx: Constante de adsor¢ao do elemento tedrico N (mL/g)

[7320)
1

K’i: Constante de absortividade molar de cada pico
distancia do corpo de medigdo (Apéndice B)

do cromatograma multiplicada pela

L: Comprimento da coluna (cm)

LPS: Lipopolissacarideos

Ma: Massa total de proteinas eluidas no experimento A
MED: Modelo do Equilibrio Dispersivo

Mg Fluxo molar de soluto observado entre a solucdo e a superficie externa da particula
esférica de resina (mol/s.L).

MG: Modelo geral
M;i: Massa de proteinas na fracao “i” (g)
MI: Modelo ideal

(1344
1

Mp;: Massa de proteinas totais em cada pico “1” do cromatograma (Apéndice B)

Mpr1s0-1 € Mpoisoar: Massas de proteinas totais dos picos Q150-1 e Q150-II no cromatograma
Mpspasproi: Massa de PspA4Pro na fracdo “i” (g)

Mo11: Massa de proteinas eluidas no grupo proteico Q-1

Moi-i: Massa de proteinas eluidas no grupo proteico Qi-II

Maq2: Massa de proteinas eluidas no grupo proteico Q2

Maqs: Massa de proteinas eluidas no grupo proteico Qs

MTD: Modelo do transporte dispersivo

MTP: Massa total de proteinas

MTP(t): Perfil de massa total de proteinas

MTPEeccs: Massa total de proteinas na fracdo ECCs (g)

MTP;: Massa total de proteinas na subfragdo “i’de Q2 (g)



N: Numero de elementos do perfil de eluigdo alternativo (Capitulo 5)

N: Numero de pontos experimentais

Ni: Numero total de pratos tedricos da coluna

P(t): Perfil de pureza de PspA4Pro

P: Concentracdo de proteinas no cromatograma (Apéndice B)

Po-ai: Pureza dos pools alternativos eluidos em um At especifico (%)

P1: Pureza dos pools alternativos compostos por N subfracdes (%)

Prccn: Pureza da fragdo ECCg (%)

pH: Potencial hidrogenionico

Pin: Concentracao de proteinas em cada ponto amostrado de cada pico “i” (Apéndice B)

(1342
1

Pi: Concentragdo de proteinas de cada pico “i” do cromatograma (Apéndice B)
pl: Ponto isoelétrico

Pi: Pureza de PspA4Pro na fragdo “1” (%)

Pi: Pureza da subfracao “i” de Q2 (%)

PspA: Proteina A de Superficie de pneumococo

PspA4Pro: Proteina recombinante produzida em Escherichia coli BL21 (DE3) com o
plasmideo pET37b + PspA4Pro, expressando o gene de um fragmento de PspA.

(1344
1

Pr,i: Concentragao de proteinas totais em cada pico “i” do cromatograma
Q: Concentragao de sal nas fases s6lidas (mol/mL;esina) (Capitulo 2)

Q: Numero total de sitios ativos disponiveis na resina (mol/mLesina)
Q1*: Eluigdo aplicada na coluna de troca anidnica com baixa forca idnica
Q1: Fragdo obtida pela eluigdao Q*

Q1000: Grupo proteico observado na terceira elui¢do

Q150-I: Grupo proteico observado na primeira elui¢do

Q150-II: Grupo proteico observado na primeira eluigdo

Qi-1 e Qi-1II: Pools de proteinas I e II eluidas na fragdo Q;

Q2*: Elui¢do aplicada coluna de troca anidnica com média forca idnica
Q2: Fragdo obtida pela eluigdo Q»*

Qs*:Eluicado aplicada coluna de troca anidnica com alta forga idnica

Qs: Fragdo obtida pela eluigdo Q3*



Q300: Grupo proteico observado na segunda eluigdo
gA: Concentracdo de PspA4Pro na fase s6lida (Apéndice E)
qB: Concentragao de impurezas proteicas na fase solida (Apéndice E)

gia~t: Concentragdo inicial de proteinas adsorvidas pela resina no interior da coluna
(g/ eresina)

gi: Quantidade de adsorbato ou proteina na estrutura so6lida em equilibrio com a fase liquida
(g/eresina ou g/gresina),

gm: Concentracdo média de soluto adsorvido (g/mLiesina)

Qmax™ OU gmax,i": Quantidade maxima corrigida de adsorcao na fase s6lida

gmax,a: Quantidade maxima de sitios ativos possiveis a serem ocupados por A (g/mLresina)
Qmax,B: Quantidade méxima de sitios ativos possiveis a serem ocupados por B (g/mLresina)

[13%4]

gmax,i: Quantidade maxima de sitios ativos possiveis a serem ocupados pelo elemento “i
(g/ ML resi na)

gmax: Quantidade maxima de sitios ativos possiveis a serem ocupados pelo adsorbato
(g/ eresina)

QNAds: Fragao nao adsorvida pela coluna de troca anionica

gS: Concentragao de sal na fase solida (Apéndice E)

ra: Velocidade de reagao (mol/L.s)

REC(t): Perfil de recuperacdo de PspA4Pro

RECy-at: Recuperag@o de PspA4Pro em pools alternativos eluidos em um At especifico (%)
REC~: Recuperacao de Pspa4Pro em pools alternativos compostos por N subfragdes (%)
REC;: Recuperagdo de PspA4Pro na subfracdao “i” de Q2 (%)

Ri: Recuperagao de PspA4Pro na fragdo “i” (%)

RMSE: Root mean square error

Rp: Raio de uma particula esférica de resina (cm)

rpm: Rotations per minute

SMA: Steric mass action isotherm ou isoterma de a¢ao em efeito estérico

SP;*: Elui¢do aplicada na coluna de troca catidonica com baixa forca idnica

SP1: Fracdo obtida pela eluigao SP*

SP>*: Elui¢do aplicada coluna de troca cationica com média forga idnica

SP>: Fracdo obtida pela eluigao SP>*



SP3*:Eluicao aplicada coluna de troca catidnica com alta forca idnica
SP3: Fragdo obtida pela eluicdo SP3*

SPNAds: Fragao nao adsorvida pela coluna de troca cationica

SPP: Solugdo de proteina pura ou solugdo de PspA4Pro pura

ti: Tempo de eluicdo da subfragdo “i”

to: Tempo de retengdo de uma molécula sem afinidade pela resina

u: Velocidade da fase movel (cm/s)

UV: Ultravioleta

v ou vi: Numero de sitios ligantes presentes na molécula do adsorbato ou proteina

v: Volume de cada ponto amostrado pelo cromatdgrafo (Apéndice B)

V: Volume do reator (L)

Vo: Volume para obten¢ao do pico de uma molécula que nao apresenta afinidade com a resina

Vi aVs: Valvulas 1 a 5 do sistema de cromatografia de troca anidnica

vi e va: Coeficientes estequiométricos da proteina e do sal, respectivamente, em uma equagao
representando o equilibrio.

VC: Volume de coluna

V¢: Volume de coluna

VEecc: Volume do extrato celular clarificado (clarified cell extract)
vi: Namero de sitios ligantes da proteina “i” (Apéndice E)

(1344
1

Vr,i: Volume total da fracdo eluida para cada pico “i” do cromatograma
xi: Fator estérico da proteina “i” (Apéndice E)
yi: Valores experimentais na saida do processo

ZTM: Zona de transferéncia de massa



SUMARIO

1. INTRODUCAO
1.1. Contextualizag¢ao
1.2. Objetivos

1.3. Estrutura do texto

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Escherichia coli como fabrica celular de proteinas para fins farmacéuticos
2.2. As vacinas antipneumocdcicas

2.3. Processos Upstream para a produgao de PspA4Pro

2.4. Processos Downstream para purificacdo de proteinas com aplicacao farmacéutica
2.4.1. Metodologias de ruptura celular

2.4.2. Operagdes de precipitacao

2.4.3. Processo de adsorcao

2.4.3.A. Principios de adsor¢ao

2.4.3.B. Adsor¢ao em leito fixo

2.4.4. Processos cromatograficos para purificagdo de proteinas
2.5. Modelagem matematica de processos cromatograficos
2.5.A. O Modelo ideal (MI)

2.5.B. Modelo do equilibrio dispersivo (MED)

2.5.C. Modelo do transporte dispersivo (MTD)

2.5.D. O Modelo geral (MG)

2.6. Isotermas de adsorc¢ao

2.6.A. A isoterma linear

2.6.B. A isoterma de Langmuir

2.6.C. Aisoterma de Langmuir competitiva

2.6.D. A isoterma de Langmuir modificada

2.6.E. A isoterma de acdo em efeito estérico

2.7. O software EMSO como simulador orientado a equagdes

26
26
28
29

30
30
31
32
35
38
39
40
40
41
43
45
46
47
48
50
52
52
53
55
59
60
64



3. MODELAGEM E SIMULACAO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA

PARA PURIFICACAO DE PROTEINAS EM MISTURAS COMPLEXAS 66
3.1. Introdugao 68
3.2. Teoria 70
3.2.1. Modelo do equilibrio dispersivo (MED) 70
3.2.2. Isoterma de Langmuir modificada 71
3.2.3. Isoterma de agdo em efeito estérico ( ou “steric mass action isotherm™) 73
3.3. Materiais e métodos 74
3.3.1. Produgdo de PspA4Pro 74
3.3.2. Cromatografia de troca anidnica 75
3.3.3. Quantificacdo de proteinas e determinagdo de pureza da PspA4Pro 75
3.3.4. Modelagem e simulacao 76
3.3.4.A. Caracteristicas de fluxo da coluna 76
3.3.4.B. Estimativas de parametros, simulag¢des e validagdes experimentais 76

3.3.5. Estimativa dos parametros e validagdes experimentais do extrato celular clarificado

virtual 79
3.4. Resultados e Discussao 81
3.4.1. Visao geral das cromatografias de troca anionica 81

3.4.2. Estimativa de parametros, simulacdes e validagdes experimentais dos modelos de
adsorc¢ao 85
3.4.3. Estimativa de parametros de extratos celulares virtuais, simulagdes e validagdes
experimentais 90

3.5. Conclusodes 92

4. OTIMIZACAO DA CAPACIDADE DE PROCESSAMENTO DA
CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA NA PURIFICACAO DE PROTEINAS

DE SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO 95
4.1. Introducao 97
4.2. Materiais e métodos 98
4.2.1. Produgdo de PspA4Pro 98

4.2.2. Cromatografia de troca anionica 99



4.2.3. Quantificagdo de proteinas, pureza de PspA4Pro e determinacdo da recuperacdo 101

4.2.4. Determinagdo de parametros experimentais 102
4.2.5. Estratégias de simulagdo do processo 102
4.2.6. Estimativas de parametros e validagdes experimentais 104
4.2.7. Determinagdo da capacidade de processamento da resina 106
4.3. Resultados e discussdo 106
4.3.1. Visdo geral das cromatografias de troca anionica 106

4.3.2. Estimativas de parametros, simulacdes e validacdes experimentais das cromatografias

109
4.3.3. Simula¢des dos ECC virtuais e determinagdo da capacidade de processamento da resina
114
4.4. Conclusdes 116

5. UMA ABORDAGEM ROBUSTA PARA MODELAR E SIMULAR PROCESSOS

CROMATOGRAFICOS NA PURIFICACAO DE MISTURAS COMPLEXAS 117
5.1. Introdugao 119
5.2. Teoria 121
5.2.1. Modelo do equilibrio dispersivo 121
5.2.2. A isoterma de acao em efeito estérico 122
5.3. Materiais e métodos 123
5.3.1. Produgdo de PspA4Pro 123
5.3.2. Cromatografia de troca anionica 124
5.3.3. Quantificacao de proteinas e determinacao de pureza de PspA4Pro 126
5.3.4. Modelagem e simulagdo 128
5.3.4.A. Estimativas de parametros de PspA4Pro e das impurezas proteicas 129
5.3.4.B. Simulagdes e validagdes experimentais 130
5.3.4.C. Simulacdes dos perfis de elui¢des modificados e validagdes experimentais 132
5.4. Resultados e discussao 133
5.4.1. Visdo geral das cromatografias de troca anidnica 133
5.4.2. Estimativa de parametros e simulacdo da cromatografia de troca anidnica 135
5.4.3. Simula¢des e validagdes experimentais dos perfis de eluicdo modificados 143

5.5. Conclusoes 150



6. CONSIDERACOES FINAIS 152

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 154
APENDICES 164
APEDICE A: Exemplo de aplicagio do EMSO 164
APENDICE B: Disponibilizagio dos dados de condutividade e absorbancia em forma de
concentracoes 167
APENDICE C: Roteiro de modelagem da cromatografia de troca anidnica 171

APENDICE D: Simulagdo da cromatografia de troca anidnica com o modelo de Langmuir
competitivo 179
APENDICE E: Material suplementar - Codigo da modelagem e simulagdo da cromatografia

de troca aniOnica 182



26

1. INTRODUCAO
1.1. Contextualizacio

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante a partir de 1970 permitiu a
expressdo de genes heterdlogos em hospedeiros eucaridticos ou procaridticos, com grande
impacto na producdo de proteinas com aplicagdes farmacéuticas. No ano de 2017 este
mercado foi avaliado em US $91,2 bilhdes com crescimento anual projetado de 12,2% até
2026 (INSIGHTS, 2018). Nos ultimos trinta anos, cerca de 400 produtos baseados em
proteinas recombinantes provenientes de organismos vivos foram utilizados como
biofarmacos. Outros 1300 ainda estdo em desenvolvimento, dos quais 33% se encontram em
fase de ensaios clinicos (GLOBAL DATA, 2015).

Um tergo dessas proteinas e metade dos produtos aprovados por agéncias
reguladoras internacionais sdo produzidos tendo Escherichia coli geneticamente modificada
como plataforma de expressdo (MAMAT et al., 2015). A escolha desta bactéria como fabrica
microbiana se deve ao vasto conhecimento acumulado sobre sua genética ¢ metabolismo, a
disponibilidade de métodos precisos ¢ rapidos para a modificagio de seu genoma
(SHILOACH et al., 2005; SHOJA et al., 2008) ¢ a facilidade de obtencdo de elevadas
quantidades de biomassa utilizando protocolos de cultivo bem estabelecidos (MAMAT et al.,
2015). Vetores de expressdo muito difundidos para a produgdo de proteinas recombinantes em
E. coli sao baseados no operon /lac, onde lactose e seu analogo, o isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosidio (IPTG), s@o utilizados para a indug@o da producdo da proteina de
interesse, que geralmente se acumula no interior da célula (SORENSEN et al., 2005).

A recuperagdo do bioproduto ocorre de acordo com o procedimento convencional,
envolvendo etapas de clarificagdo, rompimento, isolamento e purificacdo (PESSOA JR. et al.,
2005). O principal desafio reside na obten¢do do produto com alta pureza, contendo teores de
impurezas proteicas, acidos nucleicos e pirdgenos abaixo dos limites estabelecidos pelas
agéncias reguladoras (MAMAT et al., 2015), o que demanda que uma adequada estratégia de
purificag¢do seja desenvolvida com base nas diferengas entre as caracteristicas fisico-quimicas
da molécula de interesse e dos contaminantes, portanto, os protocolos podem ser
extremamente variados (SCOPES et al., 2013). As ectapas de purificagio de produtos
biotecnoldégicos contribuem com 20 a 80% do custo total do processo, dependendo das
caracteristicas do material de partida, tais como concentracio do produto de interesse,
concentracdo de contaminantes, tipo de contaminantes e grau de pureza exigido (SOFER et al.,

1997).



27

Tendo em vista estes aspectos, o projeto de pesquisa “Intensificacdo e integragdo de
processos de produgdo e purificacdo de proteina A de Superficie de pneumococo” (FAPESP
2015/10.291-8), no qual se insere o presente tema de Doutorado, tem se dedicado a estudar a
purificacdo da proteina PspA4Pro presente na biomassa obtida a partir dos cultivos da
linhagem de Escherichia coli BL21(DE3) pET37b+PspA4Pro, que expressa o fragmento da
proteina PspA da familia 2 do clado 4 (MIYAIJI et al., 2013). O uso de PspA como proteina
carreadora na formulagdo de vacinas conjugadas contribui para aumentar a protecdo contra
infecgdes de Streptococus pneumoniae, bactéria causadora de doencas como pneumonia,
infec¢cdes do ouvido, sinusite ¢ meningite (ALONSO DE VELASCO et al., 1995). Além
disso, a PspA também pode ser empregada como vacina de subunidade antigénica, o que tem
sido bastante explorado por diversos grupos de pesquisa em todo mundo (BOGAERT et al.,
2003; BRILES et al., 2000) e também pelo Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan
(MIYAJT et al., 2013; VADESILHO et al., 2014; PERCIANI et al., 2013; MORENO et al.,
2013).

Sob a coordenacdo da Dra. Viviane M. Gongalves foi desenvolvido um processo
de purificagdo da PspA4Pro envolvendo a seguinte sequéncia de etapas: i) ressuspensao ¢
ruptura da biomassa celular em homogeneizador continuo a alta pressdo, ii) precipitacdo de
debris celulares com o detergente cationico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), iii)
realizagdo de cromatografia de troca anidnica, iv) congelamento, descongelamento e
centrifugacdo da amostra e v) realizacdo de cromatografia de troca catidonica. Apesar dos
resultados alcangados em termos de pureza atenderem aos requisitos de qualidade
estabelecidos pelos orgdos reguladores da industria farmacéutica, verificou-se perda
significativa do produto de interesse ao longo da purificacdo, principalmente na cromatografia
de troca anidnica, a etapa mais cara do processo downstream devido ao alto valor de mercado
da resina cromatografica (FIGUEIREDO, 2014). Nota-se portanto a necessidade de um estudo
direcionado & modelagem desta etapa, podendo ser uma estratégia interessante para identificar
pontos de otimizacdo de pureza e rendimento, viabilizando a descri¢do do processo com
modelos matematicos que visem representar os comportamentos adsortivos das proteinas e os
fenomenos de transferéncia de massa. Recentemente, os avangos computacionais permitiram
o desenvolvimento de modelos de simulagdo capazes de descrever aspectos da cromatografia
relacionados a cinética e difusividade na resina (ORELLANA et al., 2009; LINQUEO et al.,
2012). No entanto, na maioria dos casos, misturas sintéticas formuladas com um numero

limitado de proteinas puras sdo usadas para extrair dados para a simulag@o, o que ¢ adequado



28

para o planejamento experimental, mas reduz o poder descritivo das simulagdes, ja que
extratos celulares reais sdo compostos pela proteina de interesse e uma mistura de proteinas
desconhecidas com diferentes propriedades fisico-quimicas.

Neste contexto, o presente trabalho pretende realizar a modelagem do processo de
purificacdo de PspA4Pro, além de contribuir para o desenvolvimento de estratégias robustas
para modelar processos cromatograficos aplicados a misturas complexas, contendo impurezas
proteicas, representativas das situagdes reais de purificacdo encontradas em processos
industriais. A abordagem para desenvolvimento do trabalho envolveu inicialmente realizar um
levantamento das isotermas de adsor¢do mais vidveis para descrever matematicamente a
cromatografia de troca anidnica durante a purificagdo de PspA4Pro. Em um segundo
momento o processo foi modelado utilizando a plataforma EMSO (Environment for modeling,
simulation and optimization), um simulador orientado a equacdes que permite descrever
sistemas dindmicos e estacionarios (SOARES e SECCHI, 2003; THOMBRE et al., 2015;
IPSITABANERIEE et al., 2010; FURLAN, 2016). Para isso, balangos materiais da proteina
de interesse e dos diferentes contaminantes foram aliados as isotermas de adsorcdo e¢ usados
como base para a modelagem. Por fim, uma vez que a simulagdo foi capaz de descrever os
dados experimentais de forma eficiente, uma metodologia de validacdo cruzada foi
desenvolvida e estratégias alternativas de purificagdo foram testadas, visando o aumento de
rendimento e pureza da PspA4Pro produzida e diminuindo a complexidade do processo e os

custos de producdo.

1.2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho ¢ modelar e otimizar a etapa de cromatografia de troca
anidnica na purificacdo da proteina Pspa4Pro, visando compreender os fendmenos de
adsorcdo e transferéncia de massa envolvidos ¢ identificar condigdes operacionais que
aumentem a eficiéncia do processo. Como objetivos especificos, destacam-se:
® Avaliar a capacidade descritiva de diferentes isotermas de adsor¢do na modelagem da
cromatografia de troca anidnica.

® Desenvolver uma metodologia adequada para descrever modelos matematicos que
possam ser aplicados a processos cromatograficos de misturas complexas.

® Utilizar os modelos desenvolvidos na simulagdo e variar caracteristicas operacionais da
cromatografia de troca anidnica, visando encontrar alternativas de aumento de pureza e

rendimento da PspA4Pro obtida.
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1.3. Estrutura do texto

O texto desta tese foi estruturado conforme detalhado abaixo. Apds a Revisdo
Bibliografica, os estudos realizados (partes B a D) foram disponibilizados em forma de
artigos cientificos. No final do texto, encontra-se o topico de conclusdes e sugestdes para

trabalhos futuros ¢ os Apéndices.

A) Revisao Bibliografica
B) Artigo 1: “Modelagem e simulacio da cromatografia de troca anidonica para a

purificacio de proteinas em misturas complexas”

C) Artigo 2: “Otimizacio da capacidade de processamento da cromatografia de troca
aniénica na purificacio de proteinas de superficie de pneumococo”

D) Artigo 3: “Uma abordagem sélida para modelar e simular processos cromatograficos
na purificac¢io de misturas complexas”

E) Consideracoes finais e sugestoes para trabalhos futuros

F) Apéndices
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Escherichia coli como fabrica celular de proteinas para fins farmacéuticos

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante a partir de 1970 permitiu a
expressdo de genes heterdlogos em hospedeiros eucaridticos ou procaridticos, com grande
impacto na produgdo microbioldgica de proteinas com aplicagdes farmacéuticas (MAMAT et
al., 2015; KAMIONKA et al.,, 2011). Em 1982, o primeiro produto desta tecnologia foi
aprovado: a insulina humana para tratar diabetes (GOEDDEL et al., 1979). Desde entdo,
aproximadamente 400 produtos baseados em proteinas recombinantes provenientes de
organismos vivos foram desenvolvidos com sucesso e utilizados como biofarmacos. Outros
1300 ainda estdo em desenvolvimento, dos quais 33% se encontram em fase de ensaios
clinicos (Global Data, 2015). A possibilidade da producdo escalonada dessas proteinas gerou
novas oportunidades as empresas farmacéuticas, pois apresentam alto valor agregado e
oferecem alternativas tecnologicas para a produgo através de procedimentos relativamente

baratos (FERRER-MIRALLES et al., 2009).

A Escherichia coli ¢ um dos microrganismos que mais se destaca neste mercado, ja
que suas caracteristicas de clonagem e modificacdo genética sdo amplamente conhecidas. O
vasto conhecimento acumulado de seu metabolismo facilita a obtencdo de clevadas
quantidades de biomassa através de otimizagdo da composi¢do do meio de cultura e utilizacdo
de protocolos de cultivo bem estabelecidos (MAMAT et al., 2015; ASSENBERG et al., 2013).
Apesar disso, os principais problemas observados no cultivo de Escherichia coli estdo
relacionados a alta produgdo de CO», redugdo de pH do meio de cultivo devido a presenca de
acetato e limitagdes na transferéncia de oxigénio para a célula (ASSENBERG et al., 2013).
Dentre os produtos aprovados provenientes de Escherichia coli se incluem varios hormonios
importantes para o mercado farmacéutico, tais como insulina, calcitonina, horménio de
crescimento e somatropina (FERRER-MIRALLES et al., 2009). Dentre os 151 farmacos
baseados em proteinas recombinantes licenciados até Janeiro de 2009 pela FDA, 29% sdo

obtidos por Escherichia coli (REDWAN, 2007).
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2.2. As vacinas antipneumocécicas

Streptococcus pneumoniae, agente causador de patologias como pneumonia,
sinusite € meningite, ¢ um microrganismo Gram-positivo que apresenta a capacidade de se
ligar a lactoferrina, glicoproteina que faz parte do sistema imune inato, o que impede a agdo
bactericida sobre o mesmo (SENKOVICH et al., 2007). Sua membrana celular é recoberta por
uma capsula de polissacarideo, cuja estrutura ¢ responsavel pela defini¢do dos diferentes
sorotipos existentes. Além disso, a capsula de polissacarideo ¢ o principal fator de viruléncia
(MADHI et al., 2008). A incidéncia de doengas causadas por pneumococos ¢ mais elevada em
paises subdesenvolvidos (Figura 2.1), onde o acesso a tratamentos médico hospitalares é
menor (MADHI et al., 2008). A taxa de mortalidade associada a infec¢do chega a ser de 20%
para criangas com menos de dois anos e 60% para individuos com mais de 65 anos
(CILLONIZ, 2012). No Brasil, encontramos doze sorotipos que estdo diretamente
relacionados a 75% das infecgdes, das quais 45% provém dos sorotipos 14, 6B ¢ 1
(WAEGEMAN et al., 2011). O aumento da resisténcia do pneumococo a penicilina e a outros
antibioticos contribui para agravar ainda mais esse quadro (MANGTANI et al., 2003). A
imuniza¢do por meio de vacinas antipneumocdcicas ¢ a forma mais eficaz de prevengao das
doencas causadas por S. pneumoniae. A maioria das vacinas existentes no mercado sao
formuladas com a combinag@o de polissacarideos de diferentes sorotipos, conjugados ou ndo a

uma proteina, e apresentam cobertura limitada.

O <5%
@ 5-15%
W 15-25%
W 25-35%
W > 35%

Figura 2.1. Mortalidade estimada em criangas com menos de cinco anos de idade expostas a
doengas causadas por pneumococos (Fonte: Abcombi Biosciences. Data de acesso: 05/2018).
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Para que a cobertura de imunidade seja ampliada, uma nova vacina estd sendo
desenvolvida para o mercado nacional, com a finalidade de conjugar os polissacarideos dos
trés sorotipos prevalentes no Brasil (14, 6B e 1) com PspA, uma proteina da parede celular do
pneumococo exposta em sua capsula polissacaridica (BARAZZONE et al., 2011). A producéo
de antigenos vacinais em grande quantidade ¢ viabilizada pela clonagem destas proteinas em
organismos de facil cultivo, como E. coli. No presente trabalho, utilizou-se Escherichia coli
recombinante para a produgdo de PspA. Para isso, células de E. coli foram transformadas com
o fragmento do clado 4 que contém a por¢cdo N-terminal, a regido definidora de clado e o
primeiro trecho da regido rica em prolinas. O fragmento foi denominado PspA4Pro, com
massa molecular aproximada de 40 kDa, ponto isoelétrico de 4.8 ¢ sem cauda de histidina. A
célula E. coli BL21(DE3) pET37b+PspA4Pro foi obtida pela Dra. Eliane Miyaji do Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan. Nesta construgdo, a proteina PspA4Pro se acumula no
interior da célula, na forma solivel. A producdo da proteina utiliza vetores de expressdo
baseados no operon lac, onde lactose e/ou seu anilogo, o isopropil

B-D-1-tiogalactopiranosidio (IPTG), s@o os indutores (SORENSEN et al., 2005).

Neste contexto, a obtencdo de PspA4Pro pura e dentro dos critérios de qualidade
exigidos pelo mercado farmacéutico depende das estratégias utilizadas durante o cultivo e a
purificagdo (etapas upstream e downstream, respectivamente). Nas etapas upstream, alguns
fatores sdo determinantes para a produg@o de menor quantidade de proteinas contaminantes,
como o tipo de meio utilizado, a temperatura de cultivo e técnicas de aeracdo e indugdo
(SCOPES et al., 2013). As caracteristicas fisico-quimicas desses contaminantes também
devem ser consideradas no desenvolvimento de estratégias para o processo downstream. Por
isso, ¢ fundamental identificar as respostas fisiologicas das células a inducdo e,

principalmente incorporar essa questdo no desenvolvimento de estratégias de cultivo.

2.3. Processos Upstream para a producao de PspA4Pro

Durante o cultivo de Escherichia coli sdo definidas estratégias relacionadas as
caracteristicas do meio, o tipo de biorreator a ser utilizado, as formas de controle de oxigénio,
o pH, a temperatura de operac@o e o uso de indutores. Todas estas decisdes resultam em um
comportamento metabolico especifico. Como se trata de um processo que envolve

microrganismo recombinantes, a sintese da proteina de interesse ndo ¢ um fenomeno comum
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a célula. Por isso, o esfor¢o para sua producdo pode gerar condigdes de estresse (KILIKIAN
et al, 2000). Cultivos em alta densidade celular tém sido considerados uma estratégia
interessante para reduzir custos de produgdo e tornar o processo mais sustentavel, pois
apresentam grande acimulo de biomassa, chegando a atingir concentragdes maiores que 100
g/L, o que aumenta também a produtividade da proteina de interesse (RIESENBERG e
GUTHKE, 1999; HORTA, 2011). Essa estratégia pode parecer uma op¢do economicamente
viavel, ja que no processo downstream cerca de 70% da proteina é perdida, mas em muitos
casos nao se observa producdo expressiva de PspA4Pro apds algumas horas de indugdo para
concentracdes de biomassa muito altas. Além disso, o aumento da concentragdo de biomassa
desencadeia varias respostas fisiologicas e reologicas no caldo (HORTA, 2011) causando
diversas dificuldades, tais como inibi¢do da célula pelo substrato ou por outros acidos
organicos ¢ dificuldades na transferéncia de oxigénio, ja que caldos mais viscosos sdo mais

resistentes a agitacdo (LEE, 1991).

Para compreender melhor esses fendmenos, SILVA (2015) avaliou as mudancgas
morfoldgicas e reoldgicas do caldo de cultivo de Escherichia coli. Os cultivos foram
conduzidos em batelada, utilizando diferentes temperaturas e indutores. Foi observado que o
uso de lactose como indutor gerou acumulo de galactose no interior da célula, ja que esse
agucar ndo ¢ assimilado pela linhagem BL21(DE3). Foram observadas mudancgas na reologia
ligadas a concentracdo celular e ao estresse causado pela sintese de proteina, respectivamente,
¢ a intensidade da mudang¢a se mostrou dependente do indutor usado. A ocorréncia de
permeabilizagdo celular, com liberagdo de contetido intracelular para o meio e o aumento na
concentracdo de polissacarideos também podem ter contribuido para alteragdoes na reologia do

caldo (SILVA, 2015).

E muito importante que condi¢des de agitacdo e aeragio do cultivo também sejam
otimizadas. Como se trata de um processo aerobio, a deficiéncia em oxigénio pode levar a
drasticas reducgdes de produtividade e desempenho. A reduzida transferéncia de oxigénio em
biorreatores ocorre principalmente devido a baixa solubilidade desta molécula em agua (7
mg/L em ar atmosférico a 1 atm e 35 °C) e a heterogeneidade do sistema, que ¢ formado por

gas, liquido e solidos (CAMPANI, 2015).
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Figura 2.2. Etapas da transferéncia de oxigénio desde a fase gasosa até o interior da célula
(Fonte: CAMPANI, 2014).

A Figura 2.2 mostra o trajeto percorrido pelo O até o interior da célula. A etapa
limitante na transferéncia de massa ocorre no filme liquido que fica estagnado ao redor das
bolhas de ar. Pode-se esperar, portanto, melhores produtividades em condi¢des mais intensas
de agitagdo. No entanto, alguns autores mostraram exatamente o contrario: diminui¢do no
rendimento especifico de proteinas nessas situagdes. As justificativas estdo relacionadas ao
estresse oxidativo e cisalhamento (CASTRO-MARTINEZ et al., 2012; WAEGEMAN et al.,
2011). Neste contexto, uma estratégia abordada recentemente foi a substitui¢do do reator em
batelada convencional tipo tanque agitado pelo reator airlift, que apresenta cisalhamento
menos intenso, simplicidade de construgdo, menor risco de contaminagdo, eficiente dispersdo
gas-liquido e baixo consumo de energia. O ar ¢ inserido através de injecdo em um aspersor
localizado na parte inferior, no interior de um tubo concéntrico. A menor densidade da mistura
gas-liquido no interior do tubo faz com que haja circulagdo da suspensdo. Desta forma, a fase
gasosa percorre todo o reator varias vezes ¢ a transferéncia de massa ¢ melhorada
(CAMPANI, 2014). Em trabalhos recentes foi observada melhor transferéncia de O em
situacdes em que a pressdo interna do reator airlift foi aumentada, o que minimizou o uso de
oxigénio puro para suprir o cultivo, reduzindo os custos da produgcdo (CAMPANI, 2015;

CAMPANT, 2016).
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2.4. Processos Downstream para purificacio de proteinas com aplicacio

farmacéutica

No caso de proteinas terapéuticas, o principal desafio da etapa downstream reside na
obten¢do do produto com alta pureza, contendo impurezas como acidos nucleicos, pirdgenos ¢
enzimas abaixo dos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras (MAMAT et al., 2015;
FIGUEIREDO et al., 2014). As etapas de purificacdo de produtos biotecnoldgicos contribuem
com 20 a 80 % do custo total do processo, dependendo das caracteristicas do material de
partida, como concentragdo do produto de interesse, concentragdo de contaminantes, tipo de
contaminantes e grau de pureza exigido (SOFER et al.,, 1997). Assim, ¢ fundamental o
desenvolvimento de processos eficientes e de baixo custo. Atualmente tecnologias
descartaveis como colunas cromatograficas de uso tnico t€ém sido utilizadas, ja que ndo
demandam gastos com o tempo de limpeza e reequilibrio. Além disso, a auséncia de processos
ciclicos de regeneragdo faz com que as resinas apresentem maior estabilidade, o que facilita
na validacdo de processos. No entanto, apesar desses beneficios, muitos experimentadores
ainda utilizam as resinas cldssicas que demandam procedimentos limpeza e sanitizacdo

(FIGUEIREDO, 2014).

A precipitacdo e a cromatografia liquida estdo entre as técnicas mais comumente
utilizadas na purificacdo industrial de proteinas. No primeiro caso, o principio de separagio
muitas vezes envolve centrifugacdo: enquanto as proteinas contaminantes ficam
predominantemente no precipitado, a proteina de interesse permanece solivel na fase liquida
clarificada. No segundo caso, a amostra a ser purificada ¢ submetida a contato fisico-quimico
com uma resina solida. Proteinas sdo entdo adsorvidas e posteriormente dessorvidas por
eluentes que possuem maior interacdo com a matriz sélida. Muitas vezes os processos de
precipitagdo antecedem a cromatografia para reduzir a quantidade de impurezas totais no
material que sera transferido para a coluna, sobrecarregando menos a resina cromatografica

que ¢ um insumo de alto custo (BRACEWELL, 2008).

Embora existam muitos estudos na literatura sobre a purificagdo de proteinas
recombinantes, a grande maioria aborda processos de recuperacdo de proteinas ligadas a
elementos como cauda de histidinas (His-tag), glutationa S-transferase ou proteina ligante
maltose. Embora esses elementos de fusdo facilitem a purificacdo, os mesmos ndo podem
estar presentes em proteinas com aplicagdo terapéutica, de acordo com a legislagdo vigente

determinada pelas agéncias reguladoras. A remocdo destes elementos em momento posterior a
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sintese da proteina envolve processos enzimaticos, o que impactaria no custo do biofdrmaco
devido ao elevado custo das enzimas e tempo demandado nas etapas exigidas para a
recuperagdo de proteina isenta desses elementos (WAUGH et al., 2011). Uma alternativa em
relacdo a este problema seria produzir as proteinas de interesse sem a fusdo. Porém, neste
caso, um processo especifico de purificagdo precisaria ser desenvolvido, levando em
consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas da molécula de interesse e de contaminantes

como outras proteinas, DNA, lipopolissacarideos e endotoxinas.

Um exemplo deste tipo de aplicacdo foi abordado recentemente por KRISHNAN et
al. (2016), através da proposta de um processo de purificacdo de hipocalcina produzida via
intracelular por Escherichia coli recombinante. Apos lise celular e remogdo dos corpos de
inclusdo a purificagdo foi realizada em uma ftnica etapa envolvendo cromatografia
hidrofobica, possibilitando obten¢do da proteina de interesse sem impurezas proteicas ¢ sem
compostos ligantes. CHEN et al. (2017) também apresentou uma eficiente metodologia de
purificacdo de cistatina C produzida por Escherichia coli sem a utilizagdo de tags de
afinidade. O autor optou por utilizar cromatografia de afinidade com metais imobilizados e
cromatografia por exclusdo de tamanho, respectivamente, possibilitando a obtencdo de
proteina com aproximadamente 95% de pureza. FIGUEIREDO (2014) também desenvolveu
uma metodologia de purificacdo de proteina PspA4Pro sem elementos de fusdo. O processo
desenvolvido ¢ tema central desta tese, e cada uma de suas etapas podem ser verificadas na
figura 2.3, conforme descrito a seguir: i) ressuspensdo e ruptura da biomassa celular em
homogeneizador continuo a alta pressdo, obtendo-se uma fracdo inicial com baixo teor de
pureza chamada homogenato (H); ii) precipitacdo de debris celulares e outras impurezas com
o detergente catidnico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e remocgao do precipitado por
centrifugacdo, obtendo-se a fragdo clarificada (Ci) separada das impurezas solidas no corpo
de fundo; iii) carregamento da amostra C; em coluna de troca anidnica (resina Q-Sepharose)
gerando separagdo das proteinas com afinidade pela resina das ndo adsorvidas (QNAds); iv)
aplicacdo de eluigdes Q1*, Q2* e Q3* com baixa, média e alta forgas idnicas, respectivamente,
na coluna de troca aniénica, gerando as respectivas fragcdes dessorvidas onde Q2 apresentou
PspA4Pro eluida com maior pureza; v) congelamento, descongelamento e centrifugacdo da
fragdo Q2 em um processo denominado crioprecipitagdo, produzindo uma fracdo clarificada
(C2) e impurezas solidas no corpo de fundo; vi) carregamento da amostra C> em coluna de
troca cationica (resina SP-Sepharose), gerando separagdo das proteinas com afinidade pela

resina das ndo adsorvidas (SPNAds); vii) aplica¢do de eluigdes SP1*, SP»* e SP3* com baixa,
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média e alta forcas idnicas, respectivamente, em coluna de troca catidonica, gerando as
respectivas fragdes dessorvidas onde SP; apresentou PspA4Pro eluida com aproximadamente

95% de pureza e 30% de recuperagdo massica global (FIGUEIREDO et al., 2017).
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Figura 2.3. Sequéncia de operagdes unitarias propostas para purificagdo de PspA4Pro em
células de Escherichia coli recombinante.

Apesar dos resultados alcangados em termos de pureza (>95%) atenderem aos
requisitos de qualidade estabelecidos pelos orgdos reguladores da industria farmacéutica,
verificou-se perda significativa de PspA4Pro ao longo da purificagdo, com recuperagdes entre
14 e 33 %, e desempenho dependente da qualidade do material de partida (FIGUEIREDO,
2015), o que mostra que melhorias ainda podem ser implementadas para reduzir custos

operacionais e aumentar a eficiéncia de recuperagdo proteica.

Neste contexto, é possivel observar que apesar das dificuldades ja citadas, alguns
autores obtiveram sucesso no desenvolvimento de processos de purificagdo de proteinas
recombinantes sem fusdo com elementos ligantes. Sendo assim, nos topicos a seguir
pretendemos apresentar alguns conceitos teodricos relacionados as principais etapas de

purificacdo de proteinas intracelulares.
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2.4.1. Metodologias de ruptura celular

Muitas vezes a proteina de interesse se encontra no interior da célula, como é o caso
das proteinas produzidas por E. coli. Quando isso acontece, a primeira etapa do processo de
purificacdo deve envolver a ruptura celular para disponibilizar o biocomposto para as
proximas etapas. Os métodos utilizados se dividem em mecanicos, a exemplo do
homogeneizador continuo de alta pressio (HCAP), prensa de French, moinho de bolas e
ultrassom; ndo mecanicos, como o choque osmotico ¢ de temperatura; e quimicos e
enzimaticos, quando um reagente quimico ou enzima catalisa uma reagdo que gera

fragmentacdo da parede celular (GECIOVA et al, 2002).

A ruptura celular realizada por HCAP ¢ um método acessivel com alto potencial
para escalonamento industrial e ampla variedade de dados na literatura que comprovam a sua
eficacia, principalmente quando aplicado em microrganismos como E. coli, B. subtilis e S.
cerevisiae (GECIOVA et al, 2002). Em 2013, SAFI et al. testaram diversos métodos para
recuperagdo de proteinas produzidas por microalgas, dentre eles o HCAP, tratamento quimico
¢ ultrassom. Foi observada maior recuperagdo e estabilidade proteica no primeiro caso. O
mesmo foi observado por GRIMI et al. (2014), que apesar de listar os beneficios da técnica

pontuou o grande gasto de energia gerado pelo cisalhamento e manutengdo da alta pressao.

A Figura 2.4 descreve o processo de operacdo de um HCAP, onde a suspensdo
celular ¢ comprimida pelo pistdo de uma bomba e submetida a alta pressdo para passar por um
orificio estreito, colidindo em seguida contra um anel de impacto. A tensdo de cisalhamento
gerada ¢ responsavel por romper a parede celular, o que resulta em um produto
homogeneizado que sera recirculado para nova passagem no sistema. Um trocador de calor
também ¢é conectado ao sistema de recirculacdo para que nio haja aquecimento da suspensio
em processamento (HARRISON, 1991). Apds a completa ruptura celular é obtida uma
mistura que denominamos homogenato, contendo todas as proteinas soluveis e residuos
celulares. Para que os fragmentos sejam removidos, o homogenato segue para etapas de
precipitagdo e clarificagdo, de forma que as proteinas soluveis se tornem adequadamente

disponiveis para as etapas cromatograficas.
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Figura 2.4. Representacdo de um homogeneizador de alta pressdo (Adaptado de SUBSTECH,
2013).

2.4.2. Operacoes de precipitacao

A finalidade da precipitagdo ¢ transformar moléculas soluveis em insoluveis através
da modificagdo de condi¢cdes da solugdo em que se encontram. Com isso € possivel
remové-las da mistura por processos fisicos de separagdo como filtracdo, centrifugacdo ou
decantacdo. O precipitado pode ser a molécula de interesse ou ndo. Caso ndo seja, um
sobrenadante mais limpido é formado no qual produto de interesse estara diluido. Por se tratar
de um processo simples, a precipitacdo ¢ muitas vezes utilizada como etapa anterior a

processos de separagao mais complexos (HILBRIG, 2003).

Muitas vezes a clarificagdo pode ser um desafio, principalmente se a solugdo possui
uma grande quantidade de particulas dispersas. Nesse caso, agentes floculantes sdo utilizados
para gerar agregacdo e aumentar o tamanho dos solidos insoluveis, o que facilita e reduz o
custo da separacdo (BUYEL et al., 2014). Um exemplo dos beneficios da agregacdo de
particulas foi observado por BRACEWELL et al. (2009), que estudou os efeitos da filtracdo e
precipitacdo na recupera¢do de uma proteina intracelular produzida por Saccharomyces
cerevisiae. O autor notou que ambos os processos eram eficientes para clarificar e remover
impurezas grosseiras do homogenato. No entanto, quando submetidos a cromatografia
hidrofobica, amostras clarificadas por precipitacdo sobrecarregaram menos a coluna

cromatografica, pois houve agregacdo e precipitacdo de lipidios. Ja a filtragdo ndo apresentou
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a mesma eficiéncia para a remog¢ao dessas moléculas, reduzindo a eficiéncia da cromatografia.

Muitos fatores podem afetar as caracteristicas dos floculantes, como por exemplo o
pH, a condutividade do meio, a carga e tamanho das particulas e a densidade de carga
(BUYEL et al., 2014). Portanto, métodos muito empregados para a reducdo de solubilidade de
proteinas envolvem precipitagdo por adigdo de sais i0nicos, mudanca de pH e temperatura, ou
precipitagio a partir de adi¢io de solventes organicos (etanol e acetona), ions metalicos (Cu?"
, Zn*") ou polimeros ndo idnicos (HARRISON, 1991). Outros agentes floculantes também
muito comuns para purificacdo de proteinas sdo os detergentes (MICOLI et al., 2012). Por
exemplo, o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) é um detergente catidonico que possui
afinidade por moléculas com alto peso molecular e cargas negativas, principalmente
lipopolissacarideos (LPS) e acidos nucleicos, e pode ser utilizado como agente precipitante

em etapas anteriores as cromatografias (LANDER et al., 2002).

2.4.3. Processo de adsorcao
A) Principios de adsor¢io

O processo de adsorcdo ¢ aplicado de forma ampla e variada na industria
farmacéutica. Sua relevancia pode ser notada na pesquisa ¢ desenvolvimento de materiais
biocompativeis, no melhoramento de dispositivos analiticos, na industria de alimentos e em
sistemas de tratamento de efluentes industriais (RABE et al., 2011). Trata-se de um processo
em que uma molécula adere a uma superficie solida. O soluto adsorvido, que pode estar na
fase gasosa ou liquida, ¢ chamado de adsorbato, e a matriz s6lida que retém a substincia ¢
chamada de adsorvente. Geralmente moléculas submetidas a processos de adsorgdo estdo
presentes em misturas multi-componentes, ¢ um ou mais de seus compostos podem possuir
afinidade com a matriz sélida. A migra¢ao desses componentes de uma fase para outra ocorre
devido a existéncia da for¢a motriz que ¢ gerada pela diferenca de concentragdes entre as duas

fases do sistema (YUSUFF et al., 2013).

Processos de adsorcdo ocorrem a partir de interagdes quimica ou fisica. Na
adsorcdo quimica ha a formagdo de ligagdes covalentes entre os adsorventes e adsorbato. O
compartilhamento de elétrons ocorre com a formacdo de uma unica camada que envolve a

superficie solida, com liberagdo de consideravel quantidade de energia. Ja a adsorc¢do fisica
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ocorre através da existéncia de for¢as de Van der Waals, quando ndo ha compartilhamento de
elétrons, mas somente interagdes eletrostaticas geradas pelas diferencas de carga. Trata-se de
um fendmeno reversivel que envolve menor liberagdo de energia e formacdo de mais de uma
camada de adsorbato sobre a superficie da matriz s6lida (MEZZARI, 2002). Outros fatores
relacionados as caracteristicas do sistema também podem influenciar a adsor¢do, a exemplo
de porosidade, area superficial ¢ aspectos granulométricos do adsorvente, tempo de contato
entre os fluidos envolvidos, assim como a temperatura ¢ o pH do sistema (BORBA et al.,
2006). A temperatura afeta diretamente o estado de equilibrio e a cinética de interagdo, uma
vez que adsor¢do ¢ um processo exotérmico (NORDE et al., 1996). O pH determina o estado
eletrostatico dos adsorbatos. Quando se aproxima do ponto isoelétrico de uma proteina, por
exemplo, hd mesma quantidade de cargas negativas e positivas, o que resulta em uma
molécula neutra. Em condi¢des de baixo pH as proteinas se tornam positivamente carregadas,
e 0 oposto ocorre em condi¢des de alto pH. Desta forma, o controle do pH em um processo de
adsorcdo pode fazer com que o experimentador manipule a carga do adsorbato para que se
torne oposta a do adsorvente, favorecendo a interagdo fisica (BREMER et al., 2004;
DEMANECHE et al., 2009).

B) Adsorc¢ao em leito fixo

Industrialmente, ¢ muito importante que o processo de adsorgdo seja desenvolvido
de forma eficiente e continua para que os fendmenos de interacdo moleculares sejam
otimizados (RABE et al., 2011). Por isso, a configuragao industrial mais comum ¢ a coluna de
leito fixo, com a matriz s6lida imovel interagindo com uma fase movel rica em adsorbato.
Com essa configuragdo, ¢ possivel operar com colunas em paralelo para que o processo seja
ciclico e continuo, ja que as etapas de adsor¢do e dessor¢do sdo realizadas de forma
intercalada devido a necessidade de regeneracdo do adsorvente, o que reduz os custos
operacionais e aumenta a eficiéncia da operacdo (SIAHPOOSH, 2009). Em uma coluna de
leito fixo a concentragdo de adsorbato varia com o tempo e com a posi¢do no leito. Uma
ferramenta apropriada para analisar o comportamento deste sistema ¢ a curva de ruptura
(McCABE, 1993) apresentada pela Figura 2.5. No instante inicial, verifica-se alta adsor¢ao do
soluto pela resina, ja que possui todos os sitios ativos livres e concentracdo de adsorbato (Ca)
nula. Por isso, a zona de transferéncia de massa (ZTM) ¢ identificada no topo da coluna. Com

o passar do tempo a ZTM se desloca para camadas inferiores. Na figura “b” verifica-se uma
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situacdo em que quase metade da coluna se encontra saturada, porém a concentracido de
adsorbato na saida (Cg) ainda € nula. O primeiro momento em que havera indicios de soluto
na saida é quando a ZTM atinge o final da coluna (como mostrado em “c”, quando Cc ¢
aproximadamente 5% da concentracdo de entrada). Posteriormente sdo atingidas condi¢des de
saturacdo, ¢ o valor de Cp se torna muito proximo ao da concentra¢do inserida na coluna

(McCABE, 1993).
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Figura 2.5. Representacdo da curva de ruptura em sistema de adsor¢do com leito fixo.
Adaptado de TREYBAL (1980). ZTM: Zona de transferéncia de massa.
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2.4.4. Processos cromatograficos para purificacio de proteinas

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separag@o no qual os principios de
adsorcio em leito fixo sdo aplicados. E utilizada para separar moléculas que apresentam
diferentes afinidades com a resina. Durante a passagem da fase mével pela estaciondria os
componentes ficam retidos de forma seletiva, possibilitando migragdes diferenciais para cada
um (COLLINS, 2006). Considerando o estado fisico da fase moével, é possivel dividir a
cromatografia em supercritica, gasosa ou liquida. No primeiro caso, a fase movel ¢
representada por um fluido supercritico. No segundo caso ¢ um géas a baixa pressdo. No
ultimo caso, que serd o objeto explorado neste trabalho, ¢ um liquido que interage com os
solutos. A cromatografia liquida pode ser executada de duas formas: A cléssica, feita em
colunas de vidro sob pressdo atmosférica, quando ha escoamento por gravidade; e a de
pressdes controladas, que utiliza colunas conectadas a bombas. Este ultimo caso ¢ a
configuragdo mais comum (COLLINS, 2006). Em relacdo a fase estacionaria a matriz ideal na
cromatografia liquida de proteinas deve ser insolivel e conter grupos que se liguem as
proteinas de interesse. Deve também possuir estabilidade quimica, fisica, e rigidez necessaria
para permitir altos fluxos de fase mdvel em colunas empacotadas por particulas pequenas.
Dentre os tipos de matrizes mais comuns utilizadas para a separa¢do de proteinas estdo as
inorganicas, poliméricas e polissacarideas (JANSON, 2012). No caso particular da
cromatografia de troca idnica, as proteinas sdo separadas com base nas cargas idnicas que
possuem e sdo seletivamente retidas pela matriz solida, carregada com carga oposta. A
distribuicdo das cargas nas superficies das proteinas ¢ determinada pelo seu ponto isoelétrico
(pD) e pelo pH do sistema. Em situagdes com pH acima do pl as proteinas se tornam
carregadas negativamente. O oposto ocorre em situagdes cujo pH do sistema se encontra
abaixo do pl. Quanto mais distante o pH estiver do pl, mais forte ¢ a interagdo da proteina
com a resina (JANSON, 2012). Os solutos adsorvidos sdo posteriormente eluidos através de
deslocamento gerado por outros ions com o mesmo tipo de carga (COLLINS, 2006). Isso
acontece quando se aumenta a forga idnica do meio utilizado na fase mével. Proteinas com
menor densidade de carga deixam primeiro o sistema (SCOPES et al., 2013). A Figura 2.6
explica de forma didatica todas as etapas de operagdo de uma coluna de troca catidnica,

quando a resina negativamente carregada retém dois tipos diferentes de ions positivos.



44

RS

&

o'

3

B* Bt Bt cHt ot
B+ C++
a
b c d e

Figura 2.6. Esquema do mecanismo de troca ionica (Fonte: COLLINS, 2006).

Os cétions B" ¢ C'" sdo materiais a serem separados em uma amostra hipotética. O
segundo cation, por possuir maior carga, apresenta maior afinidade com a resina. Os cations
Z", W' e X" sdo fons presentes nos eluentes 1, 2 e 3, respectivamente. A Figura 2.6-a mostra a
etapa da adsor¢do, quando os atomos carregados da amostra entram em contato com a resina ¢
substituem os cations X", responsaveis pelo equilibrio da fase solida. Na etapa 5-b o eluente 1
¢ alimentado ao sistema. Por possuir baixa afinidade com a resina, acaba competindo somente
com os cations B', que sdo eluidos na primeira etapa. Na etapa 5-c o eluente 2 ¢ alimentado
ao sistema. Por possuir cations W', com maior afinidade pela resina, leva a elui¢do dos
cations C™". A etapa 5-d mostra a aplicagdo de uma (ltima elui¢do com alta concentragido de
ions X", e a resina ¢é regenerada a sua condi¢do inicial, representada em 5-¢ (COLLINS,
2006). O cromatograma apresentado na Figura 2.7 ¢ obtido por um sensor localizado no final

da coluna cromatografica.
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Figura 2.7. Perfil de eluicao hipotético gerado pelo processo cromatografico descrito na figura
anterior (Fonte: COLLINS, 2006).
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Em um sistema real onde proteinas serdo separadas, os eluentes Z" ¢ W' podem ser
representados por um sal diluido na fase movel em diferentes concentragdes. Naturalmente,
eluentes com maiores concentragcdes de sal apresentam maior forga idnica e deslocam o
equilibrio no sentido da adsor¢do do sal, competindo com adsorbatos mais fortemente ligados
e causando a dessor¢do desses. A maioria das proteinas sdo eluidas em concentragdes de sal
menores que 1 M. O tipo de sal utilizado pode ser um fator determinante no perfil de eluigao.
Em cromatografias de troca anidnica, por exemplo, anions polivalentes sdo mais eficientes

para deslocar moléculas pequenas (SCOPES et al., 2013).

2.5. Modelagem matematica de processos cromatograficos

Assim como a maioria dos processos quimicos ¢ operagdes unitarias, 0s processos
cromatograficos também podem ser representados por modelos que possuem finalidade de
prever o comportamento de um cromatograma sem a realizagdo de experimentos. Essa
representagdo matematica pode ser muito util ao experimentador, pois possibilita estudo mais
detalhado do processo em menos tempo e com menor esfor¢o experimental, além de viabilizar
otimizagdes e escalonamentos. Para que os modelos cromatograficos sejam melhor
explorados devemos compreender de que forma ocorrem os fendmenos de transferéncia de
massa, ja que para que a interagdo exista ¢ necessario que o adsorbato esteja relativamente
proximo ao adsorvente. A Figura 2.8 descreve de forma detalhada o caminho que uma
particula percorre para que interaja com a matriz sélida. A primeira barreira € representada
pela difusividade na fase liquida até as proximidades da particula de adsorvente (A), seguido
pela resisténcia a transferéncia de massa imposta pela pelicula de liquido estagnado em volta
da da parede da matriz solida (B) e pela difusividade no interior do sélido (C), para que
finalmente ocorra a interagdo entre o adsorvente ¢ o adsorbato (D) (FINETTE, 1997
GUIOCHON, 2006). Nos ultimos anos, os avangos computacionais possibilitaram o
desenvolvimento de diferentes modelos matematicos que descrevem todos estes aspectos de
transferéncia de massa. A seguir, apresentaremos os mais comuns em ordem crescente de

complexidade.
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Figura 2.8. Representacdo da transferéncia de massa de uma proteina em uma particula
esférica de resina. Fonte: Autoria propria.

A) O Modelo ideal (MI)

Trata-se do modelo mais simples utilizado para descrever a interagdo entre
adsorvente e adsorbato, pois desconsidera qualquer tipo de resisténcia a transferéncia de
massa, ou seja, o adsorbato acessa qualquer regido da matriz so6lida sem nenhum tipo de
impedimento. Os efeitos de dispersdo axial na fase liquida sdo desconsiderados, o que
significa que a difusividade é muito baixa ou desprezivel (KACZMARSKI et al., 2001). O MI
pode ser descrito pela equag@o 2.1 que representa o balango de massa em um prato tedrico da
coluna cromatografica, onde ¢ ¢ a concentragdo de adsorbato na fase movel (g/mL), q é a
quantidade de adsorbato retido na estrutura solida em equilibrio com a fase liquida
(g/mLiesina), u € a velocidade da fase movel (cm/s) e er € a porosidade total do sistema

(GRITTTI et al., 2013; GUIOCHON, 2006).
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B) Modelo do equilibrio dispersivo (MED)

O MED ¢ uma versdo um pouco mais complexa do MI e deve ser aplicado em
situacdes em que a dispersdo axial tem influéncia relevante na transferéncia de massa.
Portanto, o coeficiente de dispersao axial (D,) deve ser incluido na equa¢do do modelo (2.2)
do prato tedrico (KACZMARSKI et al., 2001; GUIOCHON, 2006). Assim como o MI, o
MED também desconsidera qualquer outro tipo de resisténcia a transferéncia de massa, o que
facilita o acesso do adsorbato na regido interna da matriz sélida. Se observarmos a figura 2.8,
podemos dizer que o unico efeito considerado pelo MED ¢ a difusdo massica no liquido (A),
aspecto diretamente relacionado a dispersdo axial. O MED também propdem que D, ¢é
constante em todo o comprimento da coluna, desde que a velocidade de escoamento da fase
movel se mantenha (DONAT et al., 2018; GUIOCHON, 2006). Portanto, este pardmetro pode
ser calculado pela equagdo 2.3, onde L é o comprimento da coluna e N é o nimero total de
pratos tedricos, que também pode ser estimado pela equacdo 2.4, desde que o perfil
cromatografico de uma molécula sem afinidade pela resina seja conhecido, onde to é o tempo
de retencdo dessa molécula no interior da coluna e A ¢ a largura do pico gerado (CLOSE et

al., 2014).
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A figura 2.9 representa de forma didatica quais aspectos fenomenologicos sdo
levados em consideracio pelo MED. E possivel verificar que a tnica resisténcia imposta pelo
sistema para que o adsorbato alcance a matriz solida ¢ gerada pela dispersdo axial. Uma vez
proximo a parede, o adsorbato atinge equilibrio com a fase sélida, sem encontrar resisténcias

da parede externa e acessando livremente o volume interno da matriz s6lida.
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Figura 2.9. Representacdo dos aspectos de transferéncia de massa observados no Modelo do
equilibrio dispersivo. Fonte: Autoria propria.

Apesar de simples, o modelo do equilibrio dispersivo tem sido utilizado com
sucesso para modelar colunas cromatograficas. CLOSE et al. (2014) utilizaram o MED para
prever o perfil cromatografico de uma proteina separada por cromatografia hidrofoébica. As
previsdes apresentaram menos de 3% de desvio dos dados experimentais. TEOH et al. (2001)
também utilizaram esse modelo para descrever o perfil cromatografico da separa¢do de uma
biomolécula em um HPLC e conseguiram ajustar bem o modelo proposto aos cromatogramas

experimentais.

C) Modelo do transporte dispersivo (MTD)

O MTD ¢ uma versdo mais complexa do MED e pode ser representado pelas
equacdes 2.5 € 2.6. No MTD, além dos efeitos da dispersdo axial também sdo consideradas as
resisténcias a transferéncia de massa impostas pela pelicula de liquido estagnado em volta da
parede da resina. Essas resisténcias sdo representadas pela difusdo na parede (B) da figura 2.8.
Neste caso, ¢ introduzida a variavel c¢s que representa a concentragdo do soluto na fase
estaciondria que ndo esta em equilibrio com a fase liquida (g/mL), ja que existe uma barreira
de transferéncia de massa entre cs e q imposta por km (s!), o coeficiente aparente de

transferéncia de massa (CANDY, 2012; FARAJI, 2015; GUIOCHON, 2006).
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A figura 2.10 representa os aspectos de transferéncia de massa considerados para
desenvolver o MTD. Além da dispersdao axial, observa-se também a incorporagdo da
resisténcia a transferéncia de massa do adsorbato para o interior da matriz solida, representada
pelo coeficiente km . No entanto, uma vez que atravessa a parede o adsorbato a molécula
adsorvida acessa livremente o volume interno da particula sem outros tipos de resisténcia, ja

em equilibrio com a fase solida.

Figura 2.10. Representacdo dos aspectos de transferéncia de massa observados no modelo do
transporte dispersivo. Fonte: Autoria propria.

CANDY et al. (2012) utilizaram o MTD para estudar o comportamento de proteinas
em colunas cromatograficas. Apds estimativa de parametros, otimizacdo da producdo e
validacdo experimental atingiram uma produtividade de 2,9 kg.L!.dia”!. FARAIJI et al. (2015)
utilizaram o MTD para estudar a separacdo de lactoperoxidase e lactoferrina em uma coluna
de troca cationica. Inicialmente, os autores analisaram as capacidades de equilibrio de ambas
as moléculas através de ensaios em batelada. Depois, realizaram experimentos na coluna para
permitir a identificacdo dos parametros e validagdo do modelo. Os resultados gerados pela
simulagdo apresentaram erro inferior a 10% em relag@o aos valores experimentais. Com isso,
foi possivel investigar os efeitos da variagdo do perfil de eluicdo e concentragdes iniciais de

proteina na eficiéncia de separagdo e qualidade do produto.
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D) O Modelo geral (MG)

O MG ¢ um dos modelos mais completos utilizados para descri¢do de processos
cromatograficos, pois leva em consideragdo todos os aspectos do sistema de adsorcdo, tais
como a influéncia da dispersdo axial (figura 2.8.A), a resisténcia a transferéncia de massa
gerada pelo filme liquido estagnado na parede da matriz solida (figura 2.8.B) e o transporte
difusivo através dos poros (figura 2.8.C). Finalmente, apds romper todas essas barreiras o
adsorbato se coloca em condi¢des de equilibrio para ser adsorvido pela matriz sélida (figura
2.8.D) (KACZMARSKI et al., 2001; ORELLANA et al., 2009; LIENQUEO et al., 2012;
GUIOCHON, 2006). A configuragio do modelo ¢ feita por equagdes diferenciais que
descrevem o movimento do adsorbato pelo leito da coluna e sua transferéncia de massa no
interior da resina (LIENQUEO et al., 2012; ORELLANA et al., 2009). O alto nivel de
detalhamento fenomenolédgico apresentado pelo MG ja foi comprovado diversas vezes nos
ultimos anos. KACZMARSKI et al. (2001) recorreram ao MG para ajustar curvas
cromatograficas de albumina. Foram testadas grandes varia¢cdes de concentragdo proteica e
em todos os casos os ajustes e valida¢des foram eficientes. ORELLANA et al. (2009) partiram
da mesma estratégia para estudar o comportamento de curvas cromatograficas de
a-lactalbumina, BSA e conalbumina em cromatografias de troca aniOnica com resina
Q-Sepharose. As curvas de eluicdo obtidas foram simuladas com sucesso pelo modelo

proposto, com erro de aproximadamente 5%.

O MG ¢ inicialmente descrito pela equagdo 2.7 que representa o balango de massa
para a fase movel. Considera-se neste caso que ha uma concentracdo média (qm) de soluto
adsorvido (g/mL), a qual pode ser representada pela equagdo 2.8 no caso de uma particula
esférica, onde Rp ¢ o raio da particula (cm) e Mr é o fluxo molar de soluto observado entre a
solugdo e a superficie externa da particula (mol/s.L). Este fluxo pode ser descrito pela
equagdo 2.9, que mais uma vez utiliza o coeficiente aparente de transferéncia de massa (km)
para incorporar a resisténcia a transferéncia de massa existente entre as fases liquidas (c) e

solidas na parede da particula (c, quando r = Rp) (GUIOCHON, 2006).

oc (1-€;)dq, oc__ o
6t+ €Sr 0Ot +u82_D“622

(2.7)

94,_ 3
a1 Rpr

(2.8)
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M=k, [c=c,(r=R,)] (2.9)

Naturalmente, como se trata de um processo em que a difusdo no interior do sélido
¢ relevante, espera-se que o modelo leve em consideragdo um coeficiente de difusividade
aparente Dp (cm?/s), assim como o gradiente de concentracdo de adsorbato no interior da
particula em funcao do raio, cy(r). Para isso, a equacdo 2.10 que descreve o balango de massa
no interior da particula deve ser integrada as equagdes anteriores para que todos os efeitos do
MG sejam completamente descritos. Vale observar que neste caso a equagdo leva em

consideragdo a porosidade da particula (ep), ndo a porosidade total (GUIOCHON, 2006).

(2.10)

Neste momento ja se torna necessario destacar a diferenca entre as porosidades do
leito (ep), da particula (ep) e total (er). A primeira ¢ definida por uma relagdo entre os volumes
vazios exteriores as particulas (intersticios) € o volume da coluna. A segunda ¢ definida por
uma relagdo entre os volumes vazios interiores a particula e o volume da coluna. Por sua vez,
a porosidade total (er) ¢ definida por uma relagdo entre os volumes vazios totais no leito

(interparticulares e intraparticulares) e o volume da coluna (GUIOCHON, 2006).

A figura 2.11 representa todas as varidveis e parametros envolvidos no
desenvolvimento do MG. E possivel verificar que além da dispersio axial (D.) e do
coeficiente de transferéncia de massa na parede (km) 0o adsorbato também sofre resisténcia no
interior da matriz solida enquanto percorre caminhos liquidos até os sitios ativos. Esta
resisténcia ¢ representada pela difusividade D;, € uma vez que o adsorbato consiga rompé-la

finalmente alcanga os sitios ativos, atingindo equilibrio com a fase sélida.
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Figura 2.11. Representacdo dos aspectos de transferéncia de massa observados no modelo
geral. Fonte: Autoria propria.

2.6. Isotermas de adsorc¢ao

E importante destacar que todos os modelos da secdo anterior consideram que em
algum momento do processo de transferéncia de massa o adsorvente entra em equilibrio com
a matriz solida. Esta condi¢do foi representada por “q”, uma variavel que pode ser
correlacionada com a concentragdo da fase liquida externa (cex) na qual se encontra em
equilibrio através de uma isoterma de adsor¢do, conforme mostra de forma genérica a

equacdo 2.11.
q=f(cext) (211)

As isotermas de adsor¢do possuem fungdo de complementar os modelos
apresentados na se¢@o anterior, fornecendo ao sistema condi¢des de definir a quantidade de
adsorbato que se encontra em fase liquida ou efetivamente adsorvido na resina. Nesta secdo

pretendemos apresentar conceitos teoricos das isotermas mais comuns.
A) Aisoterma linear

A forma mais simples de representar a fung@o da equacdo 2.11 ¢ a partir da equagdo
2.12, que transmite uma relac@o linear entre a quantidade de componentes adsorvidos e ndo
adsorvidos a partir do uso da constante de adsor¢do Kadgs. Um dos principais problemas desta

abordagem esta relacionada a ndo limitagdo de uma quantidade méaxima de sitios ativos
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disponiveis para adsorcdo, ja que esta relacdo mostra que quanto maior ¢ a concentracao de
adsorbato (cext) no sistema maior a quantidade de espécies quimicas adsorvidas (q), conforme
representado pela figura 2.12. Portanto, o modelo linear deixa de ser valido em situagdes em
que ha grande quantidade de adsorbato no meio, ja que a matriz solida possui uma quantidade
finita de sitios ativos para dessor¢do (GUIOCHON, 2006; LE HA et al., 1982; LIENQUEO et
al., 2012; ORELLANA et al. 2009).

4= K 145 Cons (2.12)

mbL-)

F P
(a

Figura 2.12. Representacao grafica da isoterma de adsor¢do linear. Fonte: Autoria propria.
B) A isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir ¢ uma das mais utilizadas para descrever o fenomeno de
adsorcdo solido-liquido, possuindo capacidade de se adequar a grande parte de dados
experimentais em uma ampla faixa de concentragdes. Assim, este modelo aparece como a
primeira escolha para ajustes de resultados experimentais, pois se baseia na hipotese que as
espécies sdo adsorvidas em sitios particulares que acomodam apenas uma molécula. A
velocidade de dessor¢do depende somente do material adsorvido na superficie e do perfil de
colisdo destas moléculas, j4 que todos os sitios ativos apresentam a mesma entalpia de
adsorcdo (GUIOCHON, 2006). Este modelo parte do principio que existe equilibrio quimico
entre um adsorbato A e o sitio ativo S, formando o agregado AS que representa a adsorgdo,
conforme representado pela reagdo genérica a seguir, cuja constante de adsorc¢do ¢ calculada

[13%2]
1

peca equacgdo 2.13, sendo que c;representa a concentracdo da espécie quimica adsorvida

ou ndo (MAHMOUD et al., 2012; GUIOCHON, 2006).

A+S—> AS
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_ Cus
KAds_ c.c
4bs (2.13)

Considera-se entdo que a matriz solida apresenta um niimero finito de sitios ativos
disponiveis para adsorcdo, e define-se 6 como a fracdo de sitios efetivamente ocupados por A.
E possivel portanto relacionar 0 as concentragdes Ca e Cas, conforme mostra a equagio 2.14.
A substituicdo da equacdo 2.14 na equagdo 2.13 gera a equacdo 2.15 que representa a
constante de adsor¢do em fungdo de Ca ¢ 0, e se isolarmos a variavel 6 obteremos a equacao

2.16.

0 _ Cus
-8 ¢ (2.14)
&)
K = —2—
el (1-9) (2.15)
= KAdsca
1+K ¢, (2.16)

Finalmente, ¢ possivel ainda definir a varidavel 6 como uma relagdo entre a
quantidade “q* de sitios ativos ocupados e a quantidade maxima “qmax” de sitios ativos
possiveis de serem ocupados pelo adsorbato, conforme representa a equacdo 2.17, que
substituida na equagdo 2.16 gera a isoterma de Langmuir (2.18) em sua forma mais comum,
alguns casos também expressa no formato da equacdo 2.19, principalmente em situagdes em
que os parametros gmax € Kads s80 ajustados a dados experimentais (MAHMOUD et al., 2012;
GUIOCHON, 20006).

6= 9
D max 2.17)
q= qmax KAds CA
1+K ¢4 (2.18)
q_ qmax CA

1+K ¢, (2.19)
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A figura 2.13 mostra a representacdo grafica da isoterma de Langmuir. Neste caso,
diferente da isoterma linear, ¢ importante observar que hd uma limitagdo adsortiva imposta
por gmax, interrompendo a linearidade do modelo e representando o numero finito de sitios

ligantes disponiveis nas matrizes solidas reais (GUIOCHON, 2006).

Qm ax

mL-:

q (9.

Cs (g.mL?)

Figura 2.13. Representacdo grafica da isoterma de adsor¢cdo de Langmuir. Fonte: Autoria
propria.

C) Aisoterma de Langmuir competitiva

Em muitas situagdes ¢ comum que o experimentador tenha de lidar com sistemas
que apresentam mais de uma molécula competindo pelo mesmo sitio ativo. Trata-se de um
desafio esperado principalmente quando se trata da adsor¢do de proteinas recombinantes, ja
que o metabolismo celular produz diversas impurezas proteicas além da proteina de interesse.
A forma mais pratica de contornar este desafio ¢ adaptando a isoterma de Langmuir a
situagdes em que mais de uma molécula compete pelos sitios ativos da matriz s6lida. Por
exemplo, podemos considerar que A ¢ B sdo adsorbatos sem afinidade quimica entre si em um
sistema de adsor¢do que apresente sitios ativos S (GUIOCHON, 2006; LIENQUEO et al.,

2012;). Teremos portanto a seguinte situagao:
A+S— AS

B+S <« BS

c
c,Cy (2.20)
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C
K B= BS
CpCs (2.21)

Vale lembrar que K; e ci nas equagdes 2.20 ¢ 2.21 representam as constantes de
adsorgdo e as concentragdes das espécies adsorvidas ou ndo, respectivamente. E importante
destacar que neste caso teremos uma fragdo de sitios ocupados por A, chamada 04, e outra
ocupada por B, chamada 0. Ainda assim, teremos uma fragdo de sitios ativos que
permanecera vazia no equilibrio, chamada 0v. Podemos portanto considerar que hd uma
relagdo entre todas as fragdes citadas, conforme mostra a equacdo 2.22. Podemos também
correlacionar estas variaveis as condi¢des de equilibrio de A, conforme mostra a equagio

2.23, que ao ser substituida na equagéo 2.20 leva a equagdo 2.24 (GUIOCHON, 2006).

0,+6 ,+0,= 1 (2.22)
6, _ Cus
1-0,-0, ¢ (2.23)
0
K =_4
19478, (2.24)

Ainda assim, ¢ pertinente destacar que a fragdo vazia nada mais ¢ do que uma
relagdo entre a concentracdo de sitios ativos vazios e a concentragdo de sitios ativos totais,
vazios ¢ ocupados, conforme mostra a equacdo 2.25, que substituida pelas equagdes 2.20 e

2.21 leva a equagdo 2.26.

0 = Cs _ 1
= =
Cste st Cps 1+ﬁ+@
€s  Cs (2.25)
_ 1
=
1+K ,c ,*K ¢, (2.26)

A combinagdo entre as equagdes 2.24 ¢ 2.26 levara a equacdo 2.27. Assim como foi
feito na equagdo 2.17 podemos definir a variavel 6o como uma relagdo entre a quantidade

“qa“ de sitios ativos ocupados e a quantidade maxima “qmax,a” de sitios ativos possiveis a
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serem ocupados por A, conforme mostra a equacdo 2.28, que substituida na equacdo 2.27 leva
a isoterma de Langmuir competitiva para A (equagdo 2.29). A isoterma competitiva de B pode

ser obtida de forma analoga (equagdo 2.30).

=K €4
A y
1+K ,c,+Kc, 2.27)
eA= qA
qmax,A (228)
q = qmax,AKA CA
4 1+K ¢ +K ¢, (2.29)
q = qmax,BKBcB
PU1+K e *K e, (2.30)

Todo este desenvolvimento matematico também pode ser aplicado em um sistema

[13%2]

com N componentes onde “i” representa cada espécie quimica. Neste caso, chegaremos a

equacdo 2.31 que pode ser aplicada individualmente para cada componente.

'Kici

_ max, i

1+K ¢, v K cp+..+K ¢y,

q;
2.31)

A figura 2.14 descreve graficamente as relagdes entre A e B no sistema de adsorgdo
em questdo. Se considerarmos que Ca(3) > Ca(2) > Ca(l) e que Cg(3) > Cs(2) > Cg(1) ¢
possivel observar tanto para A quanto para B que a espécie competidora impdes uma
limitacdo a capacidade de adsor¢do, o que pode ser representado pelas curvas de adsorgdo
menos acentuadas nas situagdes em que a concentracdo do competidor no meio ¢ maior
(GUIOCHON, 2006). A relacdo abordada na figura 2.14 também pode ser representada

tridimensionalmente, conforme verifica-se na figura 2.15
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Figura 2.14. Representacdo grafica da isoterma de adsor¢do de Langmuir com competicdo
entre as espécies quimicas A e B. Fonte: Autoria propria.
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Figura 2.15. Representagcdo tridimensional da isoterma de adsor¢do de Langmuir com
competicdo entre as espécies quimicas A e B. Adaptado de GUIOCHON, 2006.

ORELLANA et al. (2009) utilizaram a isoterma de Langmuir competitiva em
complemento ao modelo geral (MQG) para modelar curvas cromatograficas obtidas a partir de
misturas sintéticas de BSA, lactalbumina e conalbumina em Q-Sepharose. Os autores
utilizaram correlacdes empiricas para estimar as constantes de transferéncia de massa e
testaram uma extensa variagdo de concentragdes. Apds ajuste dos parametros, foram
simuladas condi¢des que modificaram a vazio da fase movel, o gradiente de sal nas elui¢des,
a concentracdo das proteinas nas amostras, etc. Em todos os casos as condi¢des foram

validadas experimentalmente e apresentaram os comportamentos esperados.
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D) A isoterma de Langmuir modificada

Quando lidamos com processos cromatograficos frequentemente nos deparamos
com situacdes em que um sal ¢ utilizado para aumentar a forga idnica da fase movel,
competindo com as moléculas adsorvidas e gerando a dessor¢do responsavel pela formagio
das curvas cromatograficas. Neste sentido, ¢ importante dispormos de isotermas que
expressem a concentragdo de sal como um agente competidor a ocupacdo dos sitios ativos. A
isoterma de Langmuir modificada se insere exatamente neste contexto, pois através de
equacdes empiricas propde modificagdes nas constantes de Langmuir (max € Kads. A
concentracdo de sal (csa) expressa nas equagdes 2.32 e 2.33 ¢é variavel necessaria para
corre¢do dos valores tedricos de qmax € Kads a valores corrigidos e observaveis denominados
qmax® € Kags*, onde ¥ e I] sdo parametros empiricos que apresentam unidades de
concentracdo. As variaveis de adsorgdo corrigidas sdo entdo consideradas pela equagdo 2.34,
que nada mais ¢ que uma adaptacdo da isoterma de Langmuir original (LAN et al., 2000;

WAKKEL et al., 2015).

_— q max

Qmax*_
1+ﬁ
¥ (2.32)

_ NK 4
KAds*_ =

N~ Csu (2.33)

— q max* Ci

g= —mr i
(Ci+KAds*)

(2.34)

E importante lembrar que esta isoterma leva em consideracio que as espécies
quimicas competem somente com o sal, ou seja, ndo ha competicdo entre diferentes
adsorbatos de um mesmo meio, conforme foi considerado pela isoterma de Langmuir
competitiva. Por isso, cabe ao pesquisador selecionar a isoterma que mais se adequa a sua
situacdo. Apesar de recentemente ter sido pouco utilizada para fins de modelagem, a isoterma
competitiva expressa bem a atuacdo do sal como agente competidor, conforme pode ser
observado na figura 2.16 que demonstra o efeito de concentragdes de sal em um meio
adsortivo, tal que Csa(3) > Csa(2) > Csa(1). E facil perceber que sistemas com maior forga

i0nica acarretam em curvas de adsor¢do mais discretas (LAN et al., 2000).
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Figura 2.16. Representacdo grafica da isoterma de adsor¢do de Langmuir modificada a partir
de diferentes concentragdes de sal. Fonte: Autoria propria.

A isoterma de Langmuir modificada ja foi utilizada para descrever situagdes reais
em que a adsor¢do ¢ limitada pela presenga de sal na fase liquida. LAN et al. (2000)
estudaram os efeitos de diferentes for¢as idnicas na capacidade de adsor¢cdo de BSA em uma
resina de troca idnica. A determinacdo dos parametros foi realizada a partir de linearizagdo das
equagoes 2.32, 2.33 e 2.34. O comportamento experimental foi exatamente o representado na
figura 2.16, ou seja, curvas de adsor¢do mais discretas foram observadas em sistemas que
apresentavam maior forca ionica. WAKKEL et al. (2015) também abordaram o assunto de
forma semelhante, mas avangaram um pouco mais em alguns pontos, pois estudaram os
efeitos da variacdo da forga idnica na adsor¢cdo BSA e ferritina em cromatografia anionica.

Em ambos os casos o comportamento encontrado também refletiu o da figura 2.14.

E) Aisoterma de acio em efeito estérico

Muitas vezes € necessario que o processo de adsorcdo seja descrito de maneira mais
detalhada para que a simulagdo se aproxime de condigdes reais. Em trabalhos recentes,
autores tem utilizado com sucesso a isoterma de agdo em efeito estérico (IAEE), ou Steric
Mass Action Isotherm (SMA), para descrever a interagdo entre proteinas e resinas idnicas.
Uma das grandes vantagens ¢ que a abordagem tedrica desta isoterma considera competi¢ao
entre o sal e miltiplas proteinas presentes no meio de adsor¢ao, uma situagdo bastante comum

quando se trabalha com a separacdo de misturas proteicas reais (GUIOCHON et al., 2006;
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GU, 2015; HUUK et al., 2014; KARKOYV et al., 2013). O trabalho de HUUK et al (2014) é
um bom exemplo da aplicacdo da IAEE em complemento ao modelo do transporte dispersivo
para descrever o comportamento cromatografico de citocromo, quimotripsina e ribonuclease
nas resinas de troca idnica Q-Sepharose ¢ Poros S0HS. Os autores conseguiram com sucesso
validar cromatogramas obtidos a partir de modificacdes da concentragcdo de sal nas eluigdes.
KARKOV et al. (2013) também obtiveram bons resultados quando utilizaram a IAEE em
complemento ao modelo do equilibrio dispersivo para descrever cromatogramas de BSA ¢
albumina humana em colunas de troca anidnica. Assim como no caso anterior, experimentos
mostraram sucesso na previsibilidade do modelo mediante modificagdes na forga i6nica da

fase movel.

Neste contexto, observamos que a IAEE pode ser uma estratégia interessante a ser
utilizada para complementar os modelos que serdo desenvolvidos neste trabalho. Para
compreendermos a base teorica relacionada ao seu desenvolvimento consideraremos
inicialmente uma situacdo de equilibrio sélido liquido entre uma proteina (1) e um
determinado sal (2). A reacdo genérica representada abaixo descreve bem esta situagdo, onde
v1 e v2 880 os coeficientes estequiométricos da proteina e do sal, respectivamente; Q € Csal S80
as concentragdes de sal nas fases solidas e liquida, respectivamente, ¢ ¢ ¢ ¢ sdo as
concentracdes de proteina nas fases solidas e liquida. Todas as concentragdes sdo expressas

em mol/mL ou mol/mLesina (GALLANT, 1995; GUIOCHON et al., 2006; GU, 2015).
v,0tv,cov,qgtv,cy,

Se dividirmos todos os coeficientes estequiométricos por vz obteremos a reacdo
quimica representada a seguir. Denominaremos v como o numero de sitios ligantes presentes
na molécula do adsorbato. Sendo assim, a constante de equilibrio podera ser representada pela

equacdo 2.35, cujo desenvolvimento leva a equagio 2.36.
v Q+ C> q+V Csal

K = kAdsz g C.:az
eq Y
Kpes ~cO (2.35)

kAds c sz kDavq c:al (236)
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No entanto, o desenvolvimento teérico da IAEE considera que as fases sélida e
liquida ndo se encontram em equilibrio. Portanto, a afirmacdo imposta pela equacdo 2.36 ¢é
irreal, j& que em situagdes de ndo equilibrio a diferenga entre os termos adsortivos e
dessortivos ndo pode ser nula. Por isso, podemos corrigir esta equacdo a situagdo de ndo

equilibrio representada pela equagdo 2.37.

0 v v
a—?= kAds ¢ Q - kDav q Csal
(2.37)

E importante ainda destacar que o sistema estudado apresenta neutralidade
eletrostatica, o que significa que o niimero total de sitios ativos disponiveis na resina (") ¢é
preenchido ou pela proteina em questdo ou pelos ions provenientes do sal no meio, sejam eles
positivos ou negativos. Sendo assim, podemos dizer que a equagdo 2.38 expressa esta
condi¢do de eletroneutralidade. Vale observar que a unidade de " ¢ mols/mLresina, OU S€ja,

expressa o numero de mols de sitios ativos disponiveis por volume de resina.
AN=Q*qv (2.38)

No entanto, ¢ importante destacar que muitas proteinas possuem estruturas muito
mais complexas do que os ions presentes em solu¢do. Por isso, quando suas regides
eletricamente carregadas se ligam aos sitios ativos & esperado que sua ampla estrutura
tridimensional bloqueie e inviabilize a ocupacdo de outros sitios ativos disponiveis. A figura
2.17 ilustra bem esta situagdo para uma superficie de troca catidonica. Neste caso, uma proteina
eletricamente carregada se aproxima e se conecta a quatro sitios ativos. No entanto, outros
tré€s permanecem bloqueados por sua estrutura, inviabilizados de se ligarem a outras proteinas.
Esse fenomeno de bloqueio é teoricamente conhecido como fator estérico (o) e pode ser

representado matematicamente através de uma correg¢do na equagdo 2.38, conforme mostram

as equacoes 2.39 e 2.40.
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Figura 2.17. Esquema representativo da ligacdo de proteinas em uma superficie de troca
catidnica. Adaptado de: GALLANT, 1995.

A=Q+g(v+a) (2.39)

O=A-g(v+a) (2.40)

As equagoes 2.37 e 2.40 representam todos os fendmenos tedricos considerados
pela TAEE. No entanto, elas devem ser adaptadas a um sistema que apresente “i” proteinas,
conforme se pode verificar nas equagdes 2.41 e 2.42, que compdem a IAEE no formato em
que sera utilizada para o desenvolvimento deste trabalho (GALLANT et al., 1995; CHEN et
al., 2017; GUIOCHON et al., 2006; KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014; GU, 2015;
CARVALHO et al., 2016).

aqi V; v;
at = kAdsciQ - kDavqicsz’zl
(2.41)

O=n- =Z1 g:(v,+a;)

(2.42)
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2.7. O software EMSO como simulador orientado a equacgdes

A integracdo eficiente dos modelos apresentados na se¢do 2.5 com as isotermas de
adsorcdo da segdo 2.6 possibilitam ao pesquisador descrever matematicamente o processo
cromatografico. Sendo assim, uma vez que pardmetros fixos do sistema sejam estimados, ¢é
possivel executar a simulacdo dispondo de um software apropriado. O EMSO (Environment
for Modeling, Simulation and Optimization) ¢ um simulador orientado a equacdes que possui
uma extensa biblioteca com informagdes termodinamicas, capacidade de criagdo de modelos
estacionarios ou dindmicos, possibilidade de incluir rotinas externas de calculo (plug-ins) e
rotinas para resolu¢do do sistema de equacdes algebrico-diferenciais (THOMBRE et al., 2015;
IPSITABANERIEE et al., 2010; FURLAN et al., 2015; FURLAN et al., 2016). Trata-se do
simulador escolhido para este trabalho, pois ndo emprega uma ordem especifica de rotinas
para a solugdo das equacdes do processo, diferente do que acontece com os simuladores
sequenciais modulares, como é o exemplo do Aspen Plus (SOARES, 2003, THOMBRE et al.,
2015; IPSITABANERIJEE et al., 2010; FURLAN, 2016).

Para que a estrutura do EMSO seja compreendida, sua linguagem ¢ dividida em
trés diferentes blocos: os modelos, os dispositivos ¢ os fluxogramas. Um modelo consiste em
uma descrigdo matematica e teorica de um processo fisico ou quimico que ocorre em um
equipamento, seja ele um tanque, um reator, um decantador, uma coluna de destilagdo, um
trocador de calor, etc. Enfim, independente da origem do processo ha possibilidades de
representagdo matematica uma vez que as equagdes fundamentais sejam conhecidas, assim
como 0s parametros, variaveis, condi¢des iniciais ¢ condigdes de contorno envolvidos. Um
dispositivo nada mais é do que a representagdo virtual de uma operagdo em particular do
processo, agregando em sua estrutura os modelos. Um unico modelo pode ser utilizado para
representar diferentes dispositivos que apresentem estruturas tedricas semelhantes, mas que
operem mediante diferentes condi¢des. E por fim, um fluxograma ¢ a conexdo de todos os

dispositivos descritos, o que leva a descricdo de todos os processos envolvidos integrados uns
aos outros (SOARES, 2003)".

Muitos trabalhos tém recentemente utilizado o EMSO para descrever processos
quimicos, ajustar parametros e otimizar processo. ALBARELLI et al. (2017) realizaram uma

otimiza¢do em uma biorrefinaria de aglicar produtora de etanol de primeira e segunda geracao

' Exemplo simples de aplicagdo do EMSO disponivel no Apéndice A.
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e eletricidade. Através do modelo e de parametros econdmicos conseguiram determinar a
quantidade 6tima de bagaco que deveria ser encaminhada para produgdo de energia e a
melhor concentragdo final para vinhaga concentrada em um evaporador. DA ROCHA
NOVAES et al. (2017) simularam e estimaram parametros cinéticos do hidrotratamento de
diesel. O modelo proposto foi capaz de reproduzir diferentes condi¢cdes de operagdo com bom
ajuste e precisdo, apresentando desvios relativos abaixo de 4% para os dados experimentais,
além de adequada previsibilidade. FONSECA et al. (2017) realizaram simulagdes para
comparar as eficiéncias entre fermentagdes de etanol continuas ¢ em batelada alimentada.
CARPIO et al. (2016) simularam e otimizaram a destilacdo extrativa de etanol com glicerol, o
que possibilitou a determinagdo de varios pontos de otimizagdo. ALMEIDA et al. (2017)
simularam um processo em batelada para a destilacdo de dleos essenciais de eucalipto, e
através de otimizagdes conseguiram encontrar condigdes processuais que apresentaram
produto com aproximadamente 99% de pureza. Sendo assim, devido a todas as caracteristicas
apresentadas, o EMSO se mostra adequado para modelar e simular o processo dindmico de
adsorcdo/dessor¢do de proteinas em colunas de troca idnica, bem como propor condi¢des de

otimizacdo para o processo.
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3. MODELAGEM E SIMULACAO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA
PARA PURIFICACAO DE PROTEINAS EM MISTURAS COMPLEXAS

Assim como ja foi afirmado, o processo de cromatografia de troca anidnica ¢ o
passo mais importante da purificacdo de PspA4Pro. Além disso, devido ao alto preco da
resina Q-Sepharose, o custo desta etapa é bastante elevado. Neste contexto, no presente
capitulo pretende-se modelar esse processo e identificar isotermas de adsor¢do que
representam o seu comportamento. Utilizou-se o modelo do equilibrio dispersivo para
descrever o balango de massa de proteinas em cada prato tedrico da coluna. Em paralelo
foram avaliadas duas isotermas para descrever a adsor¢do: a isoterma de Langmuir
modificada e a isoterma de ag@o em efeito estérico. O ajuste de pardmetros e validacdo foram
realizados com dados obtidos pelo processamento de biomassas cultivadas por estratégias
distintas, levando a eluicdo de proteinas com caracteristicas diferentes e desafiando a
capacidade preditiva dos modelos. Apesar dessas dificuldades, ambas as isotermas avaliadas
apresentaram bons resultados para a proposta de modelagem.

Em um segundo momento, os parametros da isoterma de a¢do em efeito estérico
foram separadamente ajustados aos dados de outras duas cromatografias executadas com
amostra sintética de PspA4Pro e amostra proveniente de células ndo produtoras de PspA4Pro.
Desta forma, foi possivel compreender separadamente o comportamento cromatografico de
PspA4Pro e impurezas proteicas eluidas no mesmo momento, permitindo a simulagdo de uma
amostra virtual com composi¢do semelhante aos clarificados reais ¢ comparagdo do perfil
simulado com picos experimentais, comprovando a eficiéncia da estratégia de modelagem

escolhida e permitindo a deteccdo de regides que apresentassem maior pureza.’

2 O texto do presente capitulo aborda os resultados apresentados no artigo entitulado “Modeling and simulation of
anion exchange chromatography for purification of proteins in complex mixtures”, publicado na revista “Journal
of Chromatography A” (ISSN: 0021-9673) como requisito para obtengdo do titulo de Doutor.
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Resumo

A cromatografia de troca idnica ¢ uma operacao de separacdo amplamente utilizada na
purificagdo de compostos biologicos. Atualmente, é possivel encontrar na literatura modelos
matematicos confiaveis que descrevem essa técnica e que podem ser usados para melhorar o seu
desempenho. No entanto, o uso de misturas sintéticas para o desenvolvimento desses modelos
dificulta suas aplicacdes em extratos celulares reais processados por operagdes downstream.
Neste contexto, este trabalho visa apresentar uma abordagem original para a modelagem de
misturas reais aplicada na purificagdo de uma proteina recombinante de superficie de
pneumococo (PspA4Pro). Em um primeiro momento, foram avaliadas as eficiéncias das
isotermas de ag¢do em efeito estérico (ou “steric mass action isotherm”, SMA) e de Langmuir
modificada, as quais foram separadamente testadas com o modelo do equilibrio dispersivo
(MED). Os dados utilizados para estimar os parametros e validar o modelo foram obtidos a
partir de cromatografia de troca anionica (com Q-Sepharose FF) aplicada a extratos celulares
reais produzidos por diferentes estratégias de cultivo. Simulagdes mostraram que os modelos
foram capazes de descrever misturas complexas de proteinas desconhecidas. Em seguida, as
equacdes MED e SMA foram usadas para descrever separadamente o perfil da PspA4Pro e do
conjunto de impurezas proteicas eluidas no mesmo momento. As simulacdes mostraram que a
PspA4Pro tendia a eluir no inicio do pico, permitindo estabelecer um esquema de eluicio

alternativo que proporcionou um aumento de 34% na pureza alcangada.
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3.1. Introducao

A cromatografia de troca idnica (CTI) ¢ um método fisico-quimico utilizado para
separar moléculas que apresentam diferentes afinidades com uma resina sélida (GU, 2015). Por
muitos anos, a CTI tem sido usada com sucesso para purificar compostos bioldgicos. No caso
particular das proteinas, a separacdo ¢ realizada com base nas cargas ionicas determinadas pelo
ponto isoelétrico (pl) da proteina e pelo pH do sistema, proporcionando diferentes tempos de
retengdo na matriz solida, o que aumenta a eficiéncia da separacdo (LIN et al., 2001; RABE et
al., 2011; JANSON et al., 2012). Os produtos resultantes possuem alta pureza, apresentando
contaminantes como acidos nucléicos, pirogénios e enzimas em concentragdes abaixo dos
limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras (MAMAT et al., 2015; FIGUEIREDO et al.,
2017).

Os altos custos dos materiais e as demandas por produtos de alta qualidade levaram ao
desenvolvimento de técnicas de simulacdo de processos cromatograficos com o objetivo de
otimizagdo e aumento de eficiéncia. Nos ultimos anos, 0s avangos computacionais permitiram o
desenvolvimento de modelos de simulagdo com diferentes niveis de complexidade, e capazes de
descrever aspectos relacionados a cinética de adsorcdo, transferéncia de massa, dispersdo axial e
difusividade do adsorbato na matriz s6lida (ORELLANA et al. 2009; LINQUEO et al., 2012).
Muitos trabalhos ja utilizaram estes modelos para propor modificagdes no processo e aumentar a
eficiéncia operacional (ORELLANA et al., 2009; LINQUEO et al., 2012; TEOH et al., 2001;
KACZMARSKIET et al., 2001; CHAN et al., 2008; ORELLANA et al., 2009; CLOSE et al.,
2014; FARAIJI et al., 2015; LOPES-URENA et al., 2018). No entanto, na maioria dos casos,
misturas sintéticas formuladas com um niimero limitado de proteinas conhecidas e puras sdo
usadas para extrair dados para caracterizar o processo. Trata-se de uma estratégia eficaz para o
planejamento experimental, estimativa de pardmetros e simulagcdo. No entanto, as misturas
sintéticas apresentam muitas diferengas em relagdo aos extratos celulares clarificados
processados em procedimentos downstream, uma vez que esses extratos contém muitas
proteinas desconhecidas com diferentes tamanhos e propriedades fisico-quimicas, juntamente
com a proteina alvo a ser purificada. Além disso, as caracteristicas das misturas reais estao
diretamente relacionadas ao processo de cultivo, com a composi¢do da mistura de proteinas

desconhecidas variando muito de acordo com o material de partida.

Neste trabalho, foi realizada a modelagem da cromatografia de troca anidnica no

processamento de misturas proteicas reais. A proteina alvo a ser purificada foi a PspA4Pro, uma
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proteina recombinante produzida por Escherichia coli BL21 (DE3) apresentando o plasmideo
pET37b + PspA4Pro, que expressa o gene do fragmento N-terminal da proteina de superficie de
pneumococo A (PspA) da familia 2 do clado 4 (PERCIANI et al., 2013). O uso de PspA4Pro
como proteina carreadora na formulagdo de vacinas conjugadas pode contribuir para aumentar a
protegdo contra Streptococcus pneumoniae (PERCIANI et al., 2013; DA SILVA et al., 2017),
uma bactéria causadora de doengas como pneumonia, infecgdes de ouvido, sinusite, meningite e
sepse (HENRIQUES-NORMAK et al., 2013). Além disso, a PspA pode ser usada como uma
vacina de subunidade antigénica, o que tem sido extensivamente estudado por varios grupos de
pesquisa em todo o mundo (BRILES et al., 2000; LI et al., 2018; ROGRIGUES et al., 2018;
TADA et al., 2018; KYE et al., 2019).

A abordagem apresentada neste trabalho ¢ baseada em uma estratégia que ndo foi
explorada anteriormente para a modelagem de misturas complexas. O procedimento envolve a
modelagem de cromatogramas separados obtidos pelo processamento de PspA4Pro pura e de um
conjunto de impurezas proteicas derivadas de células ndo produtoras de PspA4Pro,
possibilitando avaliar as caracteristicas fisico-quimicas especificas de PspA4Pro e das demais
proteinas presentes na mesma eluicdo. Misturas ndo sintéticas também foram utilizadas para
investigar a capacidade de duas isotermas de adsor¢do diferentes (Langmuir modificada e de
acdo em efeito estérico) para descrever o processo, complementando o modelo do equilibrio
dispersivo (LOPES-URENA et al., 2018). As simulagdes foram realizadas no EMSO
(Environment for Modeling, Simulation and Optimization), um software orientado a equagdes
(SOARES et al., 2003; BANERIJEE et al., 2010; THOMBRE et al., 2015; FURLAN et al., 2016
) que ja foi empregado com sucesso para simular biorrefinarias (ALBARELLI et al., 2017),
processos de fermentagdo (FONSECA et al., 2017), produgdo de diesel (DA ROCHA NOVAES
et al., 2017) e extracdo de 6leos (ALMEIDA et al. , 2018). Apesar de sua ampla aplicabilidade,
até o presente momento o EMSO ainda ndo foi utilizado para descrever processos

cromatograficos.

E esperado que a abordagem de modelagem proposta neste trabalho aproxime os dados
simulados da realidade, melhorando o entendimento de processos reais e auxiliando no
desenvolvimento de estratégias futuras para aumentar o desempenho de processos de purificag@o

de extrato celular.
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3.2. Teoria
3.2.1. Modelo do equilibrio dispersivo (MED)

O modelo do equilibrio dispersivo (MED) ¢ um modelo matematico usado para
simular o perfil de distribuicdo de proteinas no interior de uma coluna cromatografica. Esse
modelo assume que a cinética da transferéncia de massa entre as fases solida e liquida ¢ muito
rapida. Desta forma, a concentragdo de proteinas na fase movel € considerada similar a
concentracdo média da regido intra-particular. Esse modelo também assume que a coluna ¢
radialmente homogénea, que o sistema ¢ isotérmico e adiabético e que os parametros de

transferéncia de massa sdo independentes da concentragdo de proteinas (CLOSE et al., 2014).

Dadas as consideragdes acima, o balanco de massa diferencial na fase movel pode ser
descrito pela Equagio 3.1, onde ci é a concentragdo de uma proteina "i" na fase mével (mol.mL !
ou gmL"), q é a quantidade de adsorbato retido na estrutura sélida (mol.mLiesina ou
g.MLesina™}), u € a velocidade da fase movel (cm.s™) e D, é a dispersdo axial (cm?.s™!) (TEOH et
al., 2001; KACZMARSKI et al., 2001). A dispersdo axial (Da) pode ser calculada pela Equacao
3.2, onde L é o comprimento da coluna e N¢ ¢ o numero total de pratos teoricos (CLOSE et al.,

2014).

dc, \1-€;) 0q, ocC, ' L o
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O parametro N; pode ser calculado pela Equacdo 3.3 para um pico cromatografico
obtido por uma molécula pequena que nao apresente afinidade pela coluna, onde t, ¢ o tempo de
retengdo na coluna e A ¢ a largura do pico obtido na metade de sua altura
(AMERSHAM-BIOSCIENCES, 2004). O parametro erpode ser definido como a razdo entre o
volume vazio (Vo) e o volume total da coluna (V¢), enquanto Vo pode ser calculado pelo tempo
de retencdo da molécula (to) e pela vazio da fase mével (F), como mostram as Equagdes 3.4 e
3.5 (CLOSE et al., 2014).

"
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V,
GT = V—J

c (3.4)
Vo=t,.F G55)

Para uma descricdo matematica completa do sistema cromatografico, ¢ necessario
complementar o MED com uma isoterma de adsor¢do. Neste trabalho, foram testadas as

isotermas de Langmuir modificada (LM) e de ag@o em efeito estérico (SMA).

3.2.2. Isoterma de Langmuir modificada

A isoterma de Langmuir modificada ¢ utilizada para representar a adsorgdo
competitiva de proteinas na presenca de um sal (LAN et al., 2001). Sua teoria deriva da isoterma
classica de Langmuir, que considera o equilibrio quimico entre um adsorbato A e o sitio ativo S,
formando o agregado quimico AS. A constante de adsor¢do (Kags) pode ser descrita pela
Equagdo 3.6 (MAHMOUD et al., 2013; GHOSAL et al., 2017). A variavel 0, definida como a
fracdo dos sitios ativos efetivamente ocupados, € representada pela equacdo 3.7, e a equacdo 3.8
pode entdo ser obtida pelas combinagdo das Equagdes 3.6 ¢ 3.7. A variavel 0 ¢ definida como a
razdo entre a quantidade "q" de sitios ativos ocupados e¢ a quantidade maxima "qmax" de
possiveis sitios ativos a serem ocupados pelo adsorbato (gmL'), levando a isoterma de
Langmuir (Equagdo 3.9) em sua forma mais usual, onde K; é Kags!, a constante de equilibrio de

adsorgdo "i" representa uma proteina ou adsorbato qualquer.

Cas
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_ Qnm.\,i' Cl
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A teoria classica da isoterma de Langmuir considera que todos os sitios ativos sao
equivalentes e independentes, se ligando apenas a uma molécula de soluto, sem influenciar a
adsor¢do das moléculas vizinhas. Entretanto, no caso da adsor¢do de proteinas, algumas dessas
consideragdes deixam de ser vidveis, uma vez que nesses casos também devem ser
contabilizados os efeitos da forca idnica, fendmeno que domina a cromatografia de troca idnica
e que pode ser caracterizado pela competicdo dos contra-ions de sal com as proteinas (LAN et
al., 2001). Além disso, varia¢des da forga idnica exercem efeito no enovelamento das proteinas,
modificando suas intera¢des hidrofobicas com a resina, além de causar um encolhimento da
matriz s6lida de resina, o que diminui a quantidade de sitios ativos disponiveis (STIGTER et al.,
1990; KHARE et al., 1995). Neste contexto, a equagdo de Langmuir modificada objetiva levar
em consideragdo esses efeitos, assumindo que K; € qmaxi da Equacdo 3.9 possam ser modificados
pela concentracdo de sal, ceai (g.mL™'), representando as alteragdes que a variagdo de forca
iOnica gera no sistema. Essa interferéncia ¢ expressa pelas constantes Langmuir aparentes K;'
(mL.g") e qmaxi' (g.mL""), representadas pelas Equagdes 3.11 e 3.12, respectivamente, que estdo

associadas as constantes empiricas ¥ e I (g.mL") (LAN et al., 2001).
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3.2.3. Isoterma de acao em efeito estérico ( ou “steric mass action isotherm™)

A isoterma de acdo em efeito estérico (SMA) tem sido utilizada como estratégia para
representar a competicdo entre proteinas e solugdes idnicas na cromatografia de troca idnica
(GU, 2015). Sua abordagem teodrica considera explicitamente a cinética de adsor¢o e dessorgao,
sem impor que haja equilibrio nesse processo. O sal da mistura compete com todas as proteinas
adsorvidas na fase solida. O modelo também considera que as proteinas sdo capazes de se ligar a
mais de um sitio ativo, devido ao seu tamanho, bem como bloquear diversos outros (GU, 2015;
GUIOCHON et al., 2006; KARKOV et al., 2013 ; HUUK et al., 2014). A equagdo 3.13
representa bem a situacdo descrita acima, considerando que a quantidade de proteina “i”
adsorvida (qi) depende das constantes de adsorcdo (kads) e dessor¢do (kpes) (mL.mol.s), do

numero de sitios ligantes da proteina (vi), da concentrac@o de sal na fase liquida (csi) € da carga

livre resultante (Q) na resina (mol.mL™).

24q; / v
Wz KAds,iCiQ - KDes,iqi Csait
(3.13)

O sistema descrito acima apresenta neutralidade eletrostatica, o que significa que o
namero total de sitios ativos disponiveis na resina (A, mol.mLiesina') pode ser ocupado por ions
de sal ou proteinas. A equacdo 3.14 expressa essa condi¢do, mostrando que Q pode ser descrito
pela capacidade i6nica total da resina, A, que representa o numero total de sitios ativos
disponiveis, e pela soma dos sitios ativos ocupados, onde o fator estérico de cada proteina (o)
representa o seu bloqueio molecular (KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014; SHEN et al.,
2005; CARVALHO et al., 2016). E essencial observar a importancia teérica do parametro o,
uma vez que muitas proteinas tém estruturas muito mais complexas que os ions em solugdo, de
modo que suas regides eletricamente carregadas podem se ligar a alguns sitio ativo,

consequentemente bloqueando outros que possam estar disponiveis.

O=A- Z g,(vi+a;)

=1 (3.14)



74

3.3. Materiais e métodos
3.3.1. Producio de PspA4Pro

O processo de purificagdo foi aplicado a biomassa de E. coli produzida sob diferentes
condigdes de cultivo. As condi¢des de cultivo denominadas "A" ¢ "B" foram aplicadas em E.
coli que apresentava um fragmento do gene da proteina de superficie de pneumococo A (PspA)
de Streptococcus pneumoniae. O dominio N-terminal e o primeiro bloco rico em prolina do gene
PspA (GenBank: EF649969.1), aqui denominado PspA4Pro, foi inserido no plasmideo pET37b
+ (Novagen) e expresso na E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
(FIGUEIREDO et al., 2017; MORENO et al., 2010). O cultivo A foi realizado a 27 °C, com
inducdo por lactose (CAMPANI et al., 2016). O cultivo B foi realizado a 37 °C, com indugao por
IPTG (CAMPANI et al., 2015). Um terceiro cultivo, denominado “C”, foi realizado a 37 °C,
com inducdo por lactose, utilizando células rE. coli portadoras de pET37b + sem o inserto,

portanto neste caso nao foi produzida PspA4Pro recombinante.

As cepas recombinantes de E. coli foram gentilmente fornecidas pela Dra. Eliane
Miyaji do Laboratério de Biologia Molecular, Instituto Butantan (Sao Paulo, Brasil). Todos os
experimentos foram realizados em um biorreator de 5 L, com monitoramento e controle
realizado pelo software SuperSys HCDC (HORTA et al., 2014). NH4OH (30%) foi utilizado
para manter o pH dos cultivos em 6,7. O controlador ajustou automaticamente a velocidade do
agitador entre 200 e 900 rpm para manter a concentracdo de oxigénio dissolvido em 30% de
saturagdo. A vazdo total do gas foi mantida em 4 L.min"! (CAMPANI et al., 2016; HORTA et al.,
2014). Ao final dos cultivos, as biomassas foram separadas do caldo por centrifugacdo de 30

min, a4 °C e 6700 g. Os pellets de células foram armazenados em sacos plasticos a —80 °C.

Antes de executar a cromatografia de troca anidnica (CTA), 100 £ 10 g das células
foram descongeladas e ressuspendidas em 1 L de tampao de lise. As células foram entdo
rompidas através de circulacdo da suspensdo em um homogeneizador continuo de alta pressdo
por 8 minutos (4 °C, 500 bar e vazdo de 1 L.min™"). Foi entdo adicionado 0,1% de detergente de
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), utilizado como um agente precipitante para remover
detritos celulares, lipopolissacarideos e impurezas proteicas da célula hospedeira. Apds misturar
por 60 min a temperatura ambiente a amostra foi centrifugada por 90 min a 17.696 g e 4 °C
(FIGUEIREDO et al., 2017). O sobrenadante foi chamado de extrato celular clarificado (ECC) e

apresentou PspA4Pro, assim como varias outras impurezas proteicas produzidas pelo
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metabolismo celular. As amostras de ECC dos cultivos A (realizado com células produtoras de
PspA4Pro induzidas por lactose, a 27 °C), B (realizado com células produtoras de PspA4Pro e
induzido por IPTG, a 37 °C) e C (realizado com células ndo produtoras de PspA4Pro e induzido

por lactose, a 37 °C) foram denominadas ECCa, ECCg ¢ ECCg, respectivamente.

3.3.2. Cromatografia de troca anidonica

Foram executados quatro procedimentos diferentes de cromatografia de troca anidnica
(designados CTA-I a CTA-IV). CTA-I, CTA-II e CTA-III foram aplicados a ECCa, ECCg e
ECCc, respectivamente, e CTA-IV foi aplicado a uma solugdo de proteina pura (SPP) preparada
com PspA4Pro previamente purificado (FIGUEIREDO et al., 2017). As cromatografias foram
realizadas a resina Q-Sepharose FF empacotada em uma coluna XK 50/30, de 250 mL, que foi
instalada em um cromatégrafo Akta Avant 150. Todos os materiais cromatograficos foram
fornecidos pela GE Healthcare (EUA). O fluxo de operacdo foi de 2,50 mL.min"'.cm™ (50
mL.min!). O tampdo de equilibrio foi preparado com fosfato de sédio 10 mM (pH 6,5 e
condutividade 1,2 mS.cm™). O pH e a condutividade das amostras ECCa, ECCp ¢ ECCc e SPP
foram ajustados para os mesmos valores de pH e condutividade do tampdo de equilibrio. Os
tampdes de eluicdo foram preparados com NaCl nas concentragdes de 150, 300 e 1000 mM e
diluidos no tampdo de equilibrio. A cromatografia foi realizada de acordo com as seguintes
etapas: (i) aplicacdo de 5 volumes de coluna (VC) do tampdo de equilibrio; (ii) aplicagdo de
amostras ECC ou SPP; (iii) aplicagdo de 5 VC do tampdo de equilibrio para remogédo de
moléculas ndo retidas pela resina apos a introdug¢do da amostra; (iv) aplicagdo sequencial de 5

VC dos tampdes de elui¢do contendo 150, 300 ¢ 1000 mM de NacCl.

A fracdo ndo adsorvida, composta pelo material das etapas (ii) e (iii), foi denominada
QNAds. As fragdes de eluicdo obtidas com os tampdes de 150, 300 ¢ 1000 mM foram
denominadas Q150, Q300 e Q1000, respectivamente.

3.3.3. Quantificacdo de proteinas e determinacio de pureza da PspA4Pro

Aliquotas de 10 mL das fragdes ECC, QNAds, Q150, Q300 ¢ Q1000 foram coletadas
durante cada CTA. Os volumes totais dessas fracoes foram medidos e as concentragdes totais de

proteinas foram determinadas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). A pureza de
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PspA4Pro foi determinada por andlise de densitometria de bandas usando SDS-PAGE a 12%
contendo 2-mercaptoetanol (LAEMMLI et al., 1970), com um densitometro Bio-Rad GS-800
calibrado. As imagens foram analisadas pelo software Image Lab v. 6.0. A pureza relativa da
PspA4Pro foi calculada como a porcentagem da banda identificada em relacdo a soma das

densidades de todas as outras bandas (FIGUEIREDO et al., 2017).

3.3.4. Modelagem e simulacao

A Figura 3.1 mostra o procedimento de modelagem e simulacdo da CTA que foi
realizado usando o software EMSO™ (Environment for Modeling Simulation and
Optimization), um simulador de equagdes com linguagem orientada a objetos internos
(SOARES et al., 2003). Tanto a isoterma de Langmuir modificada quanto a isoterma de acdo em
efeito estérico foram modeladas. As derivadas espaciais foram aproximadas pelo método das
diferencgas finitas, com N;elementos, ¢ as derivadas de tempo foram solucionadas pelo simulador

utilizando um algoritmo de uso geral para sistemas de equagdes diferenciais-algébricas.

A) Caracteristicas de fluxo da coluna

Os parametros L e u (Equagéo 3.2) foram obtidos a partir das condi¢gdes de operagdo
do sistema. Os parametros N; e er foram determinados experimentalmente, utilizando um pulso
de 0,5 mL de acetona a 1% (v.v'') diluida em 4gua ultra-pura, a uma vazio de 2,71 mL.min'. O
numero de pratos tedricos (Ny) foi calculado usando a Equagdo 3.3, enquanto que o pardmetro et

foi determinado usando as Equagdes 3.4 e 3.5.

B) Estimativas de pardmetros, simulacies e validacoes experimentais

As amostras ECC eram compostas por uma quantidade de proteinas diversificadas
que apresentavam diferentes afinidades com a resina. Essas proteinas foram divididas em
diferentes pools. Para modelagem e simulagdo, considerou-se que cada pool era composto por
um grande nimero de proteinas desconhecidas com diferentes estruturas moleculares, mas

com afinidade quimica semelhante em relacdo a resina Q-Sepharose, uma vez que foram
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eluidas juntas. Apenas grupos proteicos adsorvidos pela resina foram modelados. As proteinas

ndo adsorvidas (QNAds) ndo foram simuladas, pois ndo apresentaram afinidade com a resina.

Parametros fixos (L, u, Ni, e €1) medidos ou fornecidos

Estimativa de pardmetros

-

I

E ® (CTAl executada (XK 50/30) e picos

: MED + SMA Q150-, Q150-I, Q300, e Q1000 AR

: identificados;

: ® Cje determinado.

i

i

i ® Parametro ™ fornecido; ® K, gmaxi, I, e ¥V estimados;

: ®  Kaos,i, Kpesi, vi, & o estimados; ® RMSEest calculado.

! ® RMSEke: calculado.

i

I

S il il Sl S S i S
Simulacdo e validacdo do modelo

: __________________________________________________________

: ® CTA-ll executada (XK 50/30) e picos

i MED + 5MA Q150-1, Q150-1l, Q300, e Ql000 MED + LM

: identificados;

! ® (i determinados.

i

I

i ® ~ Kagsi, Koesi, Vi, e a ® K, Qmaxi, N, e ¥ fornecido.

: fornecidos; ® RMSEua calculado.

! ® RMSEva calculado.

I

I

Figura 3.1. Descrigdo da estratégia de modelagem e simulagdo do processo utilizando o
modelo do equilibrio dispersivo (MED) em conjunto com as isotermas de acdo em efeito
estérico (SMA) ou Langmuir modificada (LM). Os parametros foram estimados a partir dos
dados da CTA-I ¢ a validacdo do modelo foi realizada com os dados da CTA-II.
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Um total de quatro picos foram observados no cromatograma CTA-I: dois (Q150-I
¢ Q150-II) para eluigéo realizada com 150 mM de NaCl e dois (Q300 e Q1000) para as outras
fracdes de eluicdo. Esses picos podem ser visualizados nas cromatografias CTA-I, CTA-II e
CTA-III na Figura 3.5. Para fins de modelagem, cada pico foi associado a um pool de
proteinas “i” com caracteristicas quimicas especificas (CHAN et al., 2008). Em todas as
simulagdes, a resina cromatografica foi considerada inicialmente limpa, com todos os sitios
ativos vinculados ao contra-ion padrio. As concentragdes (cic) de cada um dos conjuntos de
proteinas “i” (Q150-I, Q150-II, Q300 e¢ Q1000) na ECC (solu¢do de entrada) foram

fornecidas, uma vez que as massas de proteinas para cada eluicdo foram quantificadas durante

o experimento usando o método Lowry, e o volume das solu¢des de ECC eram conhecidos.

Para Q150, uma vez que Q150-1 ¢ Q150-II foram eluidos juntos, a massa de cada
pool particular foi baseada na area de cada pico no cromatograma. A descricdo matematica
dos eventos que ocorreram dentro da coluna foi baseada no modelo do equilibrio dispersivo
(MED), juntamente com os modelos das isotermas de adsor¢do também necessarios para
complementar as equagdes do balango de massa. O MED foi testado separadamente com os
modelos da isoterma modificada de Langmuir (ML) e de agdo em efeito estérico, ou “steric
mass action” (SMA). Os parametros foram estimados a partir dos dados experimentais de
CTA-L. Os valores de condutividade e absorvancia a 280 nM foram fornecidos como as
concentracdes de NaCl e proteina, respectivamente. Para o primeiro caso, foi utilizada uma
curva padrdo construida com diferentes concentragdes de NaCl e as condutividades
correspondentes. Para o segundo caso, foi estabelecido um coeficiente de extingdo molar
médio para cada fracdo eluida, tornando as massas totais de proteinas associada aos picos
cromatograficos as mesmas que os valores determinados pelo método de Lowry (LOWRY et
al., 1951)*. Os parametros estimados foram K, qmax.i, I] € WY quando a isoterma ML foi testada,
e kads;i, kpesi, Vi € ai quando a isoterma SMA foi testada. O pardmetro A foi fornecido por
HUUK et al. (2014). Para a isoterma SMA, todos os procedimentos de modelagem e
simulagdo foram realizados usando “mol” como unidade de medida, seguido de conversdao em

massa usando a massa molar teorica de PspA4Pro (EXPASY, 2019).

3 O Apéndice B explica de forma detalhada as estratégias utilizadas para disponibilizar os dados de condutividade
e absorbancia (280 nM) em forma de concentragdes de NaCl e proteinas.
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Os parametros foram estimados com a fung¢do objetiva dos minimos quadrados. O
problema de otimizag¢do foi resolvido no EMSO com o algoritmo simplex Nelder-Mead
(NELDER, 1965). O erro quadratico médio da raiz, ou “root mean square error” (RMSEEs)
para a estimativa de parametros (Equacdo 3.15) foi utilizado como métrica para avaliar a
qualidade do ajuste do modelo, onde N é o numero total de pontos experimentais, ¢ ¢ 0
namero de parametros estimados, y; sdo os valores de saida do processo ¢ §; sdo os valores de
saida do modelo. Na proxima etapa, os dados da CTA-II foram usados para validar os
modelos ML e SMA, e a Equacdo 3.15 foi usada novamente para calcular o RMSEva (com o
=0).4

N

Z [yf_)}i)z
RMSE=\Zl_—
\ N-o (3.15)

3.3.5. Estimativa dos parimetros e validacoes experimentais do extrato celular

clarificado virtual

A Figura 3.2 mostra um esquema detalhado que explica como as equagdes MED e
SMA foram usadas para descrever os dados obtidos por CTA-III, representando o pool de
proteinas de Escherichia coli quando a proteina recombinante ndo foi expressa, ¢ por CTA-1V,
representando somente PspA4pro. Todos os pardmetros fixos e as estratégias de estimativa de
parametros foram os mesmos que os apresentados na secdo anterior. Esperava-se que esta
abordagem fosse capaz de avaliar as propriedades particulares de PspA4Pro e das outras
proteinas eluidas na fragdo Q300. Portanto, os conjuntos de proteinas Q150-1, Q150-II e
Q1000 nao foram simulados neste caso, e os pardmetros da isoterma SMA (Kads, Kpesi, Vi € 0i)
foram estimados separadamente para a PspA4Pro e o conjunto de outras proteinas eluidas em
Q300. Apos a estimativa desses parametros foi entdo criado um ECC virtual com 0,51 g de
PspA4Pro e 0,18 g do pool de proteinas Q300, em um volume total de 0,9 L, e ci. foi
determinado para cada caso, gerando um ECC virtual com pureza semelhante a pureza

experimental normalmente observada nas elui¢des Q300 (entre 60% e 80%). A simulagéo foi

4 O Apéndice C mostra um roteiro detalhado de simulagdo, bem como todas as equagdes envolvidas para
modelagem matematica da coluna.
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realizada utilizando uma coluna XK 26/20 e os parametros estimados de CTA-IIl e CTA-IV. O
pico Q300 simulado foi dividido em seis subfragdes, cada uma com 0,5 VC, ¢ as areas obtidas
pela eluicdo de PspA4Pro e o conjunto de outras proteinas foram usadas para determinar as

purezas de PspA4Pro ¢ as massas totais de proteinas (MTP) em cada subfracdo.

A validacdo experimental foi realizada a partir de uma nova corrida cromatografica,
denominada CTA-V, que foi aplicada a um ECC obtido a partir de 30 g de células A (as
mesmas utilizadas na CTA-I). A cromatografia de troca anionica foi realizada usando 70 mL
de resina Q-Sepharose FF empacotada em uma coluna XK 26/20 e instalada no sistema
cromatografico Akta Avant 150. A velocidade linear aplicada foi de 2,50 mL.min!.cm™ (13,5
mL.min"). Todos os outros procedimentos experimentais relativos ao equilibrio da coluna,
aplicagdo da amostra ¢ eluigdes foram exatamente os mesmos que os aplicados quando a
coluna XK 50/30 foi usada nas CTA-I a CTA-IV. Como na simulagdo, o pico Q300 também
foi fracionado em seis subfracdes, cada uma com 0,5 VC. Para todas elas, as MTP e purezas
de PspA4Pro foram quantificadas para que os resultados experimentais da coluna XK 26/20

pudessem ser comparados a simulagdo.

Simulacdo do ECC virtual

Validacdo experimental

MED e SMA descreveram CTA-lll e
CTA-IV (XK 50/30);

kads, kpes, v, € a separadamente
estimados para as impurezas de
Q300 e PspA4Pro.

ECC virtual simulada em coluna
XK 26/20;

Perfis individuais de eluicdo de
PspA4Pro e das impurezas
proteicas obtidos;

O pico Q300 simulado foi dividido
em seis sub-fracdes de 0,5 VC

A pureza e a massa total de
proteinas foi medida em cada

sub-fracao.

O experimento CTA-V foi
realizado (XK 26/20);

O pico experimental foi dividido
em seis sub-fracbes de 0.5 VC;
A pureza e a massa total de
proteinas foi quantificada em
cada sub-fracdo experimental.

q Comparacao de

Il

dados

Figura 3.2. Descri¢ao da estratégia de simulacdo do extrato celular clarificado (ECC) virtual
utilizando o modelo do equilibrio dispersivo (MED) em conjunto com a isoterma de agdo em
efeito estérico (SMA). Os pardmetros do pool de proteinas ¢ PspA4Pro foram estimados a
partir dos dados CTA-III e CTA-IV, respectivamente.
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3.4. Resultados e Discussao
3.4.1. Visao geral das cromatografias de troca anionica

Os extratos celulares clarificados (ECC) e a solugdo pura de PspA4Pro (SPP) foram
obtidos de acordo com os procedimentos descritos na Se¢do 3.3.1. Em seguida, foram
realizadas as cromatografias de troca anionica (CTA) e as amostras foram analisadas de
acordo com os procedimentos descritos nas se¢cdes 3.3.2 e 3.3.3, respectivamente. A Tabela
3.1 mostra as caracteristicas de cada CTA, incluindo os materiais de partida, além de fornecer

informacdGes sobre as fragdes QNAds, Q150, Q300 ¢ Q1000.

Tabela 3.1. Caracteristicas das condi¢des de entrada, fragcdes ndo adsorvidas (QNAds) e
fragdes de eluicdo (Q150, Q300 e Q1000) para as cromatografias de troca anidnica (CTA) I a
IV executadas em uma coluna XK 50/30.

CTA | ]| i v
Material
Eonilchan de partida ECCa ECCg ECCc SPP
de MTP (g0 954006 12,23 +0,19 28,45 0,08 4,25+ 0,08
entrada Pureza (%) 36,0 126 - 95
Volume (L) 3.3 2,6 3,3 3.3
MTP (g9 4,20+017 6,30+0,40 18,69 +0,04 0,20 +0,13
Qhiads Pureza (%) 5,8 5,8 - 0
Q150 MTP {g) 160 €001 231.+%0.02 2,82 +001 0,21+0,11
Pureza (%) 8,8 5,4 - 0
Q300 MTP (g0 2,96 £005 2,02 0,02 2,86 £0,01 4,38 £0,20
Pureza (%) 61,8 36,2 - a5
+
Q1000 MTP {g 062003 163041 2,82 £0,01 0,21 £0,12
Pureza (%) 14,8 6,3 - 0

*MTP: Massa total de proteinas

*ECC: Extrato celular clarificado

*SPP: Solucdo pura de PspA4Pro

Os resultados de pureza mostram que a maior parte da PspA4Pro foi eluida na

fracdo Q300, como ja comprovado por FIGUEIREDO et al., 2017. Através de uma
comparagdo entre CTA-I ¢ CTA-II é possivel perceber que a fragdo Q300 do primeiro

experimento apresenta maior pureza, embora os mesmos procedimentos de lise e purificacdo
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tenham sido executados em ambos os casos. Isso indica que o metabolismo celular responde
de maneira particular as estratégias de cultivo aplicadas nos processos upstream das células A
e B; portanto, para cada caso diferentes proteinas foram produzidas juntamente com
PspA4Pro. Isso também fica evidente quando as purezas de entrada para CTA-I e CTA-II sdao
analisadas (36,0 e 12,6%, respectivamente), o que mostra que a amostra ECCx apresenta mais
PspA4Pro que ECCg . Esses diferentes perfis de proteinas para ECCs ¢ ECCg podem ser
explicados pelas condi¢des de indugdo dos cultivos A e B, uma vez que a utilizagdo de IPTG
ou lactose leva a diferentes respostas metabdlicas de E. coli (HEYLAND et al., 2011;
MARISCH et al. , 2013; LOPES et al., 2019). Portanto, condigdes mais brandas de inducdo
com lactose a 27 °C favoreceram a sintese de PspA4Pro, enquanto que condigdes mais
intensas de indugdo com IPTG a 37 °C acarretaram em uma alta carga metabdlica e menor
producdo de PspA4Pro. Imagens dos géis (SDS-PAGE para) das amostras ECCa, ECCg,
ECCc e SPP e suas respectivas fracdes Q300 (Figuras 3.3 e 3.4) também revelaram as
diferentes composi¢des do conjunto de impurezas proteicas em cada material de partida

processado, bem como a maior composi¢do do PspA4Pro na amostra ECCa.

97 KDa

—

66 KDa (—

— s

4 KD: S S =
W

F
30 KDa s

20 KDa

Figura 3.3. SDS-PAGE dos extratos celulares clarificados (ECC) com PspA4Pro
recombinante e outras proteinas. 1) Marcador molecular contendo fosforilase (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidro (30 kDa), tripsina (20 kDa) e lactalbumina
(14,4 kDa). 2) ECCa produzido por células cultivadas com inducdo de lactose a 27 °C. 3)
ECCg produzido por células cultivadas com indugdo de IPTG a 37 °C 4) ECCc produzido por
células portadoras do vetor pET37b sem o inserto de PspA4Pro. 5) Amostra pura de
PspA4Pro (SPP).
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Figura 3.4. SDS-PAGE das fragdes de eluicdes Q300 produzidas pela cromatografia. 1)
Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 2) Fracdo Q300 produzida por células cultivadas
com indug¢do de lactose a 27 °C 3) Frac¢do Q300 produzida por células cultivadas com indugdo
de IPTG a 37 °C 4) Fracdo Q300 produzida por células portadoras do vetor pET37b sem o
inserto de PspA4Pro. 5) Fracdo Q300 produzida por amostra pura de PspA4Pro (SPP).

As purezas das fragdes CTA-III ndo foram quantificadas, pois nesse caso as células
ndo produziram PspA4Pro. A pureza de entrada da amostra CTA-IV foi de 95%, uma vez que
era composta por PspA4Pro purificado (SPP), o que levou a elui¢do de quase toda a massa de
proteina na fracdo Q300. Portanto, ¢ importante destacar que os picos Q300 de CTA-IV ¢
CTA-III representaram os perfis cromatograficos de PspA4Pro e do conjunto de demais

proteinas que foram eluidas na mesma forca ionica, respectivamente.

A Figura 3.5 fornece uma comparacdo entre os cromatogramas experimentais das
CTAs descritas na Tabela 3.1. O tempo inicial foi definido como o inicio da aplicacdo da
primeira elui¢do. Foram observados nos cromatogramas diferentes perfis de eluicdo Q150 para
CTA-I, CTA-II e CTA-III, novamente indicando que modificagdes nas condi¢des de cultivo
resultaram em producoes de conjuntos de proteinas com diferentes composi¢des (Figura 3.3),
gerando picos diferentes nas fragdes de eluicdo. As curvas de eluicdo mostradas na Figura 3.5
representam satisfatoriamente as condigdes reais do processo para a purificacdo de um extrato

celular clarificado. A variabilidade existente nas caracteristicas do material de partida foi uma
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dificuldade adicional que teve que ser tratada pelo modelo, a fim de prever com precisdo o

perfil cromatografico de cada mistura de proteinas.

Uma comparagdo entre os picos Q300 de CTA-I, CTA-II e CTA-IV mostra que
picos mais largos foram obtidos nos dois primeiros casos, enquanto que um pico mais estreito
foi observado em CTA-IV. Essas diferencas podem ser atribuidas a presenga de proteinas de
Escherichia coli nas eluicdes de CTA-I e CTA-II, as quais ndo estavam presentes em CTA-IV.
Por outro lado, os picos Q300 e Q1000 de CTA-III apresentaram um perfil completamente
diferente. Como nesse caso PspA4Pro ndo foi produzida, houve uma grande quantidade de
proteinas com diferentes caracteristicas de interacdo com a coluna eluidas, levando a

produgdo de um pico mais largo.
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Figura 3.5. Comparagdo de cromatogramas experimentais: CTA-I realizada com extrato
celular clarificado (ECC) do cultivo A (células induzidas por lactose a 27 °C), CTA-II
realizada com ECC do cultivo B (células induzidas por IPTG a 37 °C), CTA-III com ECC do
cultivo C (células portadoras do vetor pET37b sem inserto de PspA4Pro) e CTA-IV
(PspA4Pro pura).
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3.4.2. Estimativa de parametros, simulacoes e validacoes experimentais dos modelos de

adsorcao

Esta secdo avalia os modelos das isotermas de adsorcdo utilizadas em conjunto com
o MED para descricdo da CTA. Os procedimentos de modelagem ¢ simulagdo foram
realizados conforme descrito pela Secdo 3.3.4 e Figura 3.1. A Tabela 3.2 apresenta as
condicdes iniciais € os parametros fixos, onde qic1-nt) € Ci(1-Ny) S30 as concentracdes iniciais de
proteina nas fases estacionaria e mével, respectivamente, em todos os pratos tedricos, L e u
sdo parametros fixos definidos pelo sistema, e €1 ¢ N; foram determinados conforme descrito

na Se¢do 3.3.4.A.

Todos os parametros estimados so mostrados na Tabela 3.3. Para CTA-I, os
parametros das isotermas SMA e LM foram estimados para todos os picos observados:
Q150-1, Q150-I1, Q300 ¢ Q1000. Cada pico foi composto por um conjunto de proteinas que
foram eluidas no mesmo momento, apresentando afinidade quimica semelhante com a resina,
a qual foi representada por parametros especificos. Para CTA-II, os parametros ndo foram
estimados, pois nesse caso os dados foram utilizados para validagdo. Para CTA-III e CTA-1V
(cujos resultados de simulagdo serdo discutidos posteriormente), os parametros de SMA foram
estimados apenas para o pico Q300. Como a CTA-III foi aplicada na amostra ECCc que ndo
possuia PspA4Pro, nesse caso os parametros foram estimados apenas para o pool de

impurezas proteicas dessa elui¢do, enquanto a CTA-IV forneceu os pardmetros de PspA4Pro.

Tabela 3.2. Condicdes iniciais e parametros fixos usados para a simulacdo da cromatografia
de troca anidnica.

Nome do parametro Simbolo Unidade Valor
Proteinas adsorvidas iniciais Qi 1-nt) (g.mL1) 0
Proteinas nao adsorvidas iniciais Ci{1-nt) {g.mL-1) 0
Comprimento da coluna cromatografica E {cm) 13
Velocidade da fase mavel u (cm.s1) 0,042
Tamanho da particula de resina dp pm a0
Porosidade total da resina (XK 50/30) ET - 0,9
Porosidade total da resina (XK 26/20) €T - 0,906
Numero total de pratos tedricos (XK 50/30) Nt - 287
Numero total de pratos tedricos (XK 26/20) Nt - a0
Capacidade de saturacao da resina® A (mol.L-1) 2,15

AFornecido por Huuk, 2014
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Tabela 3.3. Parametros estimados das isotermas de agdo em efeito estérico (SMA) e Langmuir
modificada (LM) durante as corridas cromatograficas CTA-I, CTA-III e CTA-IV.

SMA LM

CTA EIUK;éO kAds kDes KEqA 04 Vv Qmax K n W
(mL,gls?) (mLgls?) (g.mL1) (g.mL?1) (g.mL?1) (g,mL?l)
Q150-I 0,0017 0,0105 0,16 21,4 1,0 15 0,05 0,07 0,0002
B Q15011 0,0031 0,0088 0,35 0,02 1,2 23 0,06 0,10 0,0004
Q300 0,0056 0,0087 065 251 1.9 36 0,04 0,25 0,001
Q1000 0,0098 0,0022 4,42 24,0 1,6 999 0,78 0,11 0,002

e Q300 0,0064 0,0027 237 253 1.3 - - - -

IvE Q300 0,0015 0,0179 083 7,7 1,7 - - - -

A Kgq representa a constante de equilibrio (Keq = kads-kpes'!).

BQOs Pardmetros de SMA e LM foram estimados para os picos Q150-1, Q150-II, Q300, ¢ Q1000 na CTA-I, de
acordo com os procedimentos descritos na Figura 3.1

€ Os parametros SMA foram estimados para o pico Q300 das CTA-IIl e CTA-IV para descrever o pool de
proteinas e PspA4Pro, respectivamente, no pico Q300, de acordo com os procedimentos descritos na Figura
3.2.

Os parametros SMA de CTA-I se mostraram adequados para a descrigdo fornecida
pelas equacdes matematicas, pois proteinas com maior afinidade com a resina apresentaram
maiores constantes de adsor¢ao (kadsi) € menores constantes de dessor¢cdo (kpesi). O oposto
ocorreu para proteinas com menor afinidade pela resina, indicando um menor tempo de
residéncia na coluna. Os valores de vi foram maiores para os grupos de proteinas com maior
afinidade com a resina (vqsoo € VQiooo), mostrando que eles tendem a apresentar maiores
quantidades de sitios ativos, explicando as liga¢cdes mais fortes com a coluna. Os valores de a;
apresentaram diferentes ordens de magnitude, diferindo consideravelmente entre o grupo
Q150-II (0,02) e os demais grupos (20 a 25). Uma diferenga ainda maior foi observada por
Faraji et al. (FARAJI et al., 2015), que estudou os perfis de adsor¢do de lactoperoxidase e
lactoferrina  em SP-Sepharose, obtendo valores de 1283 ¢ 0,16, respectivamente.
Considerando os outros parametros, estudos recentes relataram valores com ordens de
magnitude semelhantes as obtidas neste estudo, com Kgq; variando de 0,01 a 13 e v variando

de 0,06 a 3,0 (FARAJI etal., 2015; KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014).

Os parametros estimados para a isoterma LM também foram adequados para
descricdo matematica do processo, uma vez que um maior K; foi observado para as proteinas

Q1000 (KQ1000> K300 = Kqis0-n1 = KQ150_1), indicando maior afinidade desse pOOl de proteinas
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com a resina ¢ explicando o maior tempo de residéncia. Valores mais elevados de qmax,; foram
observados para elui¢des de proteinas com maiores afinidades pela resina (qmax,Qio00 >
(max,Q300 > Qmax,Q150-1 > (max,Q150-1), 0 que também explicou os diferentes tempos de residéncia.
Apesar desses resultados, ¢ importante destacar que os parametros LM sdo utilizados apenas
para fins de modelagem, sem significado fisico direto, uma vez que essa isoterma ¢ empirica.
Neste contexto, outros estudos relataram valores com diferentes ordens de magnitude
utilizando a equacdo de Langmuir ndo modificada: GERONTAS et al. (2010) observaram
valores de qmax entre 0 € 0,5 gmL™! para albumina bovina (BSA) e lactoferrina adsorvida em
resinas cromatogréaficas. CLOSE et al. (2014) relataram um valor de qmax de 0,00645 g.mL™!,
enquanto OSUNA et al. (2012) obtiveram 0,073 g.mL! para a adsorgdo de anticorpos por
resinas cromatograficas. YU et al. (2012) relataram valores de qmax entre 0,08 e 0,20 g.mL"!

para BSA.

A Figura 3.6 mostra os dados experimentais da CTA-I e os modelos com as
estimativas de parametros quando as isotermas SMA e LM foram usadas. As linhas verticais
tracejadas indicam as elui¢des com diferentes gradientes de NaCl, as quais podem ser
associadas aos picos cromatograficos. As raizes dos erros quadraticos médios para as
estimativas (ou root mean square errors, RMSEEgg) foram calculadas de acordo com a
Equacdo 3.15. Os valores observados de RMSEEst foram da mesma ordem de magnitude para
as isotermas SMA e LM (8,1 x 10* ¢ 7,9 x 10, respectivamente), mostrando que esses

modelos forneceram descri¢des igualmente satisfatorias dos dados experimentais.

A Figura 3.7 mostra os dados experimentais da CTA-Il e os resultados das
simulagdes realizadas usando os pardmetros fornecidos pela Tabela 3.3. Novamente, os
valores de RMSE para essa validagdo (RMSEvai) foram da mesma ordem de magnitude para
SMA e LM (1,6 x 107 e 1,4 x 1073, respectivamente). Além disso, os valores de RMSEva
foram aproximadamente 2,0 vezes maiores que os valores de RMSEEs:. Isso era esperado, uma
vez que RMSEva foi calculado usando os dados do perfil de eluicdo do ECCg (CTA-II) e as
simulagdes foram executadas com as condigdes iniciais correspondentes para esse extrato
celular clarificado (Tabelas 3.1 e 3.2), mas os pardmetros utilizados nesse caso (Tabela 3.3)
foram os mesmos estimados a partir dos dados de ECCa (CTA-I). Como ja mencionado,
ECCa e ECCp foram produzidos a partir de células cultivadas sob diferentes condigdes.
Portanto, diferentes misturas complexas de proteinas foram produzidas para cada caso (Figura

3.3), apresentando diferentes propriedades fisico-quimicas, e consequentemente prejudicando
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o desempenho do modelo. No entanto, apesar desses obstaculos, os modelos das isotermas
SMA e LM foram capazes de descrever satisfatoriamente os dados experimentais. E
importante destacar que a andlise realizada neste trabalho teve o objetivo de comparar a

adequagdo das isotermas de adsor¢do na validagdo dos cromatogramas.
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Figura 3.6. Perfis de eluicdo para as proteina totais dos extratos celulares ECCa na CTA-I
(estimativa dos parametros do modelo): a) Dados experimentais (linha preta solida), perfis
simulados usando a isoterma de a¢do em efeito estérico (SMA) em conjunto com o modelo do
equilibrio dispersivo (MED) (linha preta tracejada) e perfis de eluicdo obtidos a partir de
aplicagdo de NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza tracejada); b) Dados
experimentais (linha preta solida), perfis simulados usando a isoterma de Langmuir
modificada (LM) em conjunto com o modelo do equilibrio dispersivo (MED), e perfis de
eluicdo obtidos a partir de aplicagdo de NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza
tracejada)
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Figura 3.7. Perfis de elui¢do para as proteina totais dos extratos celulares ECCg na CTA-II
(validacdo do modelo): a) Dados experimentais (linha preta solida), perfis simulados usando a
isoterma de acdo em efeito estérico (SMA) em conjunto com o modelo do equilibrio
dispersivo (MED) (linha preta tracejada) e perfis de eluicdo obtidos a partir de aplicagdo de
NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza tracejada); b) Dados experimentais (linha
preta solida), perfis simulados usando a isoterma de Langmuir modificada (LM) em conjunto
com o modelo do equilibrio dispersivo (MED), e perfis de eluicdo obtidos a partir de
aplicagdo de NaCl a 150 mM, 300 mM e 1000 mM (linha cinza tracejada).

Em todos os casos, o MED foi utilizado para descrever os balangos de massa na fase
liquida, desconsiderando os fendmenos de transferéncia de massa no interior da resina, o que
também pode ter sido um dos fatores responsaveis pelas baixas resolugdes de algumas

simulagdes. A utilizacdo de modelos de balango de massa mais complexos estava além do
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escopo deste trabalho, uma vez que as proteinas simuladas foram obtidas por misturas
complexas e ndo estavam disponiveis experimentalmente para permitir a determinagdo de

parametros especificos de transferéncia de massa.’

3.4.3. Estimativa de parimetros de extratos celulares virtuais, simulacoes e validacées

experimentais

Embora ambos os modelos (LM e¢ SMA) tenham se adaptado bem aos dados
experimentais, a isoterma SMA foi escolhida para esta proxima etapa do trabalho, uma vez
que sua estrutura inclui os efeitos de competicao entre os diferentes pools de proteinas (como
pode ser observado na Equagdo 3.14), resultando em um modelo com poder descritivo
superior, enquanto que o modelo LM apenas considera a competigdo entre a proteina e o sal,
uma vez que as Equagdes empiricas 3.11 e 3.12 sdo usadas para modificar Qmaxic Ki,
respectivamente, de acordo com a concentragdo de sal. Além disso, ¢ importante destacar as
equagdes da SMA foram usadas com sucesso anteriormente para descrever a cromatografia de
troca idnica (FARAIJI et al., 2015; KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014; SHEN et al.,
2005; GALLANT et al., 1995).

Portanto, os modelos SMA ¢ MED foram usados para simular o ECC virtual,
conforme descrito na Seg¢do 3.3.5 ¢ na Figura 3.2. Apenas o pico Q300 foi simulado, pois
apresentou a maior pureza para PspA4Pro (Tabela 3.1). Os parametros da coluna er e Nr
foram determinados novamente de acordo com o procedimento descrito na seg¢do 3.2.1. Os
valores encontrados foram 0,906 e 90, respectivamente (Tabela 3.2). Os parametros SMA para
CTA-III e CTA-IV (Tabela 3.3) foram estimados para avaliar separadamente as caracteristicas
fisico-quimicas das proteinas contaminantes e PspA4Pro, respectivamente, eluidas na fragdo
Q300. Os correspondentes perfis de eluicdo experimentais e simulados foram semelhantes,
como mostra a Figura 3.8. O valor estimado de Kgq foi maior para o pico da CTA-III em
relagdo ao pico da CTA-IV (2,37 e 0,83, respectivamente; Tabela 3.3), sugerindo que a
PspA4Pro apresentou menor afinidade com a resina quando comparada com o conjunto de
impurezas proteicas eluidas no mesmo momento. Esta afirmagao pode ser melhor visualizada

na Figura 3.9, que apresenta separadamente o perfil de eluicdo de PspA4Pro e do pool de

> Além das isotermas apresentadas nesta segdo, a isoterma de Langmuir competitiva também foi testada para
descrever os dados das cromatografias CTA-I e CTA-IL. Devido a menor qualidade do ajuste obtido, os dados
nao foram apresentados no desenvolvimento do artigo, mas podem ser verificados no apéndice D.
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impurezas de um ECC simulado em uma coluna XK 26/20. Como esperado, a PspA4Pro foi
eluida no inicio do pico Q300, antes do pool de demais proteinas, apresentando um menor

tempo de residéncia®.
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Figura 3.8. Modelo da isoterma de agdo em efeito estérico (SMA) (linhas tracejadas) ajustado
aos perfis de elui¢do experimental Q300 (linhas sélidas). a) cromatografia de troca anionica
(CTA-III) aplicada em extrato celular clarificado do cultivo C (células portadoras do vetor
pET37b sem o gene de PspA4Pro); b) cromatografia de troca anionica (CTA-1V) aplicada em
solucdo de proteina pura (SPP).

¢ O codigo de simulagio e os dados utilizados para construir a Figura 3.9 podem ser verificados no apéndice E.
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Figura 3.9. Perfis de eluicdo simulados para PspA4Pro, para o conjunto de impurezas
proteicas e para a mistura de proteinas totais da cromatografia de troca anionica (perfil de
elui¢do obtido com aplicagdo de 300 mM de NaCl). As simulagdes foram realizadas
utilizando a isoterma de ag¢do em efeito estérico (SMA) em conjunto com o modelo do
equilibrio dispersivo (MED). Os parametros estimados estdo expostos na Tabela 3.3.

A Tabela 3.4 apresenta uma comparagdo dos valores de MTP e pureza obtidos apos
a fragmentacdo dos picos virtuais e experimentais em seis subfragdes de 0,5 VC. Os perfis de
elui¢do experimental ¢ simulado foram obtidos de acordo com os procedimentos descritos na
Secdo 3.3.5. E possivel se visualizar uma clara semelhanga entre os dois perfis. No entanto,
alguns desvios ainda sdo observados nos resultados da simulacdo, os quais podem ser
explicados pela precisdo limitada dos métodos analiticos (Lowry e SDS-PAGE), bem como
pelas diferencas nas caracteristicas das proteinas dos materiais de partida utilizados para
estimar os parametros das proteinas (SPP e ECCc) e validar a simulacdo (ECCa). Esses
extratos celulares reais usados para estimar os parametros sdo misturas complexas compostas
por proteinas com diferentes estruturas quimicas. Assim, espera-se que as simulagdes ndo
sejam tao precisas quanto em trabalhos que usaram misturas de proteinas conhecidas. Apesar
disso, embora incertezas ocorram em certa medida, o esforco de modelagem e simulagdo de
separagdes cromatograficas de misturas complexas € crucial para melhorar os processos reais

de purificagdo.
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Tabela 3.4. Valores simulados e experimentais da massa total de proteinas (MTP) e pureza
para o perfil de elui¢do alternativo obtido com base no subfracionamento da eluicdo Q300
(CTA-V, realizado usando a coluna XK 26/20).

Sub- Pico Q300 simulado Pico Q300 experimental
fragmento vC
da eluicao MTP (g) Pureza (%) MTP (g) Pureza (%)
1 00 - 05 0,020 51,6 0,012 10,4
2 05 - 1,0 0,240 77,3 0,271 82,8
3 1.0 - 15 0,282 72,0 0,213 73,3
4 15 - 20 0,108 53,3 0,097 69,0
5 20 - 25 0,026 26,4 0,059 19,0
6 25 = 3,0 0,005 7,2 0,027 11,0

*Dados obtidos com a divisdo da fragdo Q300 em seis subfragdes, cada uma com 0,5 volume de coluna (VC),
usando os picos virtuais e experimentais.

Apesar dos desvios explicados acima, os resultados demonstraram claramente a
precisdo do modelo SMA e a adequacdo dessa metodologia de modelagem para a
determinacdo numérica dos pardmetros. A confiabilidade dos dados simulados permitiu a
identificacdo de modificagdes no processo de purificagdo, levando a obten¢do de PspA4Pro
com maior pureza, mas com menos MTP. De acordo com a simulagdo, a segunda subfragdo
(0,5-1,0 VC) apresentou 35,2% da MTP eluida, com pureza 25,1% maior que a obtida para a
fracdo Q300 da CTA-I (Tabela 3.1). Um comportamento semelhante foi observado nos dados
experimentais para essa mesma subfracdo, que apresentou 39,9% da MTP eluida, com pureza
34,0% superior a da fragdo Q300 da CTA-I. Portanto, a abordagem proposta neste trabalho
pode ser usada para avaliar os perfis de uma proteina de interesse durante a cromatografia,

bem como para desenvolver modificagdes no processo, a fim de aumentar a pureza.

3.5. Conclusoes

A abordagem descrita neste trabalho representa uma importante contribuic@o para a
modelagem e otimizagdo da cromatografia de troca idnica. Foi aplicada na purificagdo de uma
proteina recombinante de pneumococo (PspA4Pro), a qual se encontra presente em extratos
celulares clarificados reais obtidos a partir de biomassa de E. coli. Apesar das diferencas
observadas entre os extratos celulares clarificados utilizados para estimativa e validacdo de
parametros, os resultados da simulagdo mostraram que tanto a isoterma de agdo em efeito

estérico quanto a de Langmuir modificada foram capazes de representar os cromatogramas de
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misturas complexas de proteinas. As simulagdes do modelo também foram capazes de prever
a pureza da PspA4Pro em diferentes regides das eluicdes cromatograficas, levando a
identificacdo de uma subfracdo de elui¢do que proporcionou um aumento de 34,0% na pureza,
em comparacio com a fragdo completa obtida usando o protocolo original. E importante
destacar que a aplicagdo do procedimento proposto ndo se restringe a um estudo de caso da
PspA4Pro, ja que poderia ser estendido para descrever a purificagdo de qualquer extrato
celular por cromatografia de troca idnica, uma vez que os parametros do modelo poderiam ser
estimados e atualizados de acordo com as caracteristicas de outras misturas complexas de

proteinas.
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4. OTIMIZACAO DA CAPACIDADE DE PROCESSAMENTO DA
CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA NA PURIFICACAO DE PROTEINAS
DE SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO

A proposta deste capitulo foi testar um pouco mais a capacidade preditiva dos
modelos explorados no capitulo anterior. O modelo do equilibrio dispersivo e a isoterma de
acdo em efeito estérico mais uma vez foram utilizados para simular o sistema cromatografico.
No entanto, foram realizadas varia¢des nas forgas idnicas das elui¢des ¢ nas massas proteicas
inseridas no sistema para avaliar a capacidade de previsdo das simulagdes através de uma
metodologia de validagdo cruzada. O modelo simulado foi utilizado para prever a capacidade
de processamento da resina, o que possibilitou estimar a quantidade maxima de massa
proteica que poderia ser processada sem perda de eficiéncia. A proposta se provou adequada
tanto para o ajuste quanto para a validagdo das situagdes descritas. As simula¢des
demonstraram que a coluna cromatografica poderia processar até duas vezes mais proteina
sem perda de qualidade da PspA4Pro eluida, o que também foi confirmado

experimentalmente.
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Resumo

O uso de modelos matematicos para descrever a cromatografia de troca idnica ¢
uma boa estratégia para desenvolver processos de purificacdo de proteinas recombinantes
eficientes e otimizados. A principal limitagdo dessa abordagem estd relacionada ao uso de
misturas de proteinas puras como estratégia de extrair informagdes para caracterizar o
processo, afastando as simulagdes de situagdes reais. Neste trabalho, dados cromatograficos
de uma mistura ndo sintética de proteinas foram utilizados para a descricdo matematica da
cromatografia de troca anionica na purificacdo de PspA4Pro, uma proteina produzida por
Escherichia coli recombinante utilizada na fabricagdo de vacinas antipneumococicas. O
modelo do equilibrio dispersivo foi utilizado em conjunto com a isoterma de acdo em efeito
estérico para simular todo o processo no EMSO (Environment for Modeling, Simulation and
Optimization), um software orientado a equacdes com extensa capacidade de modelagem.
Diferentes estratégias de operagdo foram testadas, envolvendo modificagcdes nas forcas
i0nicas das elui¢des e aumentos na carga de proteinas na entrada da coluna. Os parametros
foram bem ajustados as situacdes descritas. As simulagdes demonstraram que a mesma
eficiéncia e recuperacdo de purificacdo poderiam ser obtidas para uma massa de entrada de
proteina duas vezes maior que a original, aumentando o rendimento especifico por volume de
coluna da purificacdo. Essa condicdo foi avaliada experimentalmente, fornecendo 0,022
gmL! de resina de PspA4Pro com 81,2% de pureza em comparacdo com 0,010 g.mL! de
resina de PspA4Pro com 73,9% de pureza para a a menor carga alimentada. Esses resultados
confirmam a eficiéncia da metodologia de modelagem e simulacdo descrita e reforcam a

importancia de sua aplicagdo para identificar condigdes de operagdo mais promissoras.
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4.1. Introducao

A cromatografia ¢ um método de separagdo fisico-quimica no qual uma fase movel
passa por uma fase estaciondria e alguns componentes sdo seletivamente retidos na matriz
solida por adsor¢do, permitindo uma migracdo diferencial devido ao aumento da forga i6nica
(GU, 2015). Os processos cromatograficos tém sido amplamente utilizados como etapas
fundamentais na purificagdo de proteinas recombinantes terapéuticas. Nesses casos, 0
principal desafio € obter um produto com alta pureza, reduzindo as impurezas como acidos
nucléicos, pirogénios, enzimas e proteinas contaminantes até os limites estabelecidos pelas
agéncias reguladoras (MAMAT et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2017). Na maioria das
situacdes, as etapas de purificagdo contribuem com até 80% do custo total do processo
(SOFER et al., 1997), uma vez que sdo compostas por equipamentos de alta tecnologia ¢ o
custo da resina ¢ muito alto (GU, 2015 ). Nesse contexto, a modelagem e simulagdo sdo

ferramentas viaveis para reduzir o custo do processo e otimiza-lo.

Muitos estudos ja abordaram o desenvolvimento de modelos matematicos com o
objetivo de prever o comportamento dos cromatogramas e aumentar a eficiéncia da
purificagdo (KACZMARSKI et al., 2001; DONAT et al., 2018; CLOSE et al., 2014; TEOH et
al., 2001; CHAN et al., 2008; ORELLANA et al., 2009; FARAJI et al., 2015; LIENQUEO et
al., 2012; ORELLANA et al., 2009). Nos ultimos anos, os avangos computacionais tém
permitido a simulagdo de diferentes modelos que levam em consideragdo a cinética de
adsorcdo, a transferéncia de massa, a dispersdo axial ¢ a difusividade na matriz solida. A
disponibilidade de tais modelos é muito adequada para fins de engenharia, pois permite
estudos de otimizagdo e escalonamento baseados em simulagdes de modelos (LIENQUEO et
al., 2012). No entanto, a principal limitagdo dessa abordagem esta relacionada ao uso de
misturas sintéticas de proteinas puras como forma de extrair informacdes para identificagao
de parametros dos modelos. Se por um lado essa estratégia viabiliza a execu¢do de
experimentos em condigdes controladas, as quais sdo essenciais para a estimativa precisa dos
parametros e adequagdo do modelo, por outro lado ha pouca aplicabilidade observada em
situagdes reais, uma vez que as proteinas recombinantes produzidas por uma célula
hospedeira sdo misturadas com impurezas, incluindo proteinas contaminantes desconhecidas.
Este pool de proteinas esta diretamente relacionado as estratégias de cultivo utilizadas, o que
torna a modelagem de processos de separacdo de misturas reais um desafio muito mais

complexo.
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Neste trabalho, dados cromatograficos de misturas ndo sintéticas foram modelados
pelo modelo do equilibrio dispersivo e pela isoterma de agdo em efeito estérico para simular a
cromatografia de troca anidnica na purificagdo de PspA4Pro, uma proteina A de superficie de
pneumococo produzida por Escherichia coli recombinante e utilizada para fabricar vacinas
contra S. pneumoniae (SENKOVICH et al., 2007; PERCIANI et al., 2013; MIYAIJI et al,,
2013; FIGUEIREDO et al., 2017). Uma metodologia de valida¢do cruzada foi utilizada para
estimar os pardmetros. As simulagdes foram realizadas no EMSO (Environment for Modeling,
Simulation and Optimization), um software orientado a equacdes com capacidade de
modelagem (SOARES et al., 2003; THOMBRE et al., 2015; BANERJEE et al., 2010;
FURLAN, 2016) Espera-se que esse tipo de abordagem aproxime o processo da realidade e
permita a otimizacdo de aspectos relacionados a capacidade de processamento da resina,

aumentando a eficiéncia da separagdo e reduzindo o custo de producao.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Producio de PspA4Pro

A produgdo de PspA4Pro foi realizada em cultivos em batelada de Escherichia coli
BL21 (DE3) contendo o plasmideo pET37b (+) com um fragmento do gene da proteina de
superficie de pneumococo A (PspA) de Streptococcus pneumoniae (MORENO et al., 2010). A
expressdo do gene PspA foi controlada pelos promotores lacUVS e T7lac, os quais foram
induzidos por meios suplementados com lactose ou isopropil-fB-D-tiogalactopirandsido
(IPTG), fazendo com que a proteina recombinante se acumulasse no interior da célula. O
clone utilizado nos cultivos foi gentilmente fornecido pela Dra. Eliane Miyaji do Laboratorio
de Biologia Molecular do Instituto Butantan (Sao Paulo, Brasil).

O cultivo foi realizado em um biorreator de 5 L monitorado ¢ controlado pelo
software SuperSys HCDC (CAMPANI et al., 2016)’. O meio utilizado para o cultivo era
definido, apresentava glicerol como principal fonte de carbono e foi induzido por 20 g.L"! de
lactose. Também foram aplicados trés pulsos extras de glicerol e lactose durante a execugao
do cultivo, cujo tempo total foi de 35 horas, incluindo 17,5 horas de indu¢do. O NH4OH (30%)
foi utilizado para manter o pH em 6,7. A temperatura de operagdo e a concentracdo de

oxigénio dissolvido foram de 27 °C e 30%, respectivamente. A transferéncia de massa de

7 As células utilizadas em todos os procedimentos deste capitulo sdo as mesmas do cultivo A, capitulo 3.
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oxigénio foi mantida por um agitador conectado a um controlador responsavel por alterar
automaticamente a velocidade do rotor entre 200 e 900 rpm. A vazao total de gas foi mantida
em 4 L.min™! (SILVA, 2015). Apés o cultivo, a biomassa foi separada do meio por 30 minutos
de centrifugacdo, a 4 °C ¢ 6700 g. As células precipitadas foram armazenadas a —80 °C. Antes
da realizagdo das cromatografias de troca anidnica, as células foram descongeladas e
submetidas a lise e clarificacdo com 0,1% do detergente brometo de cetiltrimetilamdnio
(CTAB), produzindo o extrato celular clarificado (ECC). Esses procedimentos foram descritos

em detalhes por FIGUEIREDO et al., 2017.

4.2.2. Cromatografia de troca anionica

A cromatografia de troca aniénica foi realizada usando 70 mL de resina
Q-Sepharose FF empacotada em uma coluna XK 26/20, a qual se encontrava montada no
sistema cromatografico Akta Avant 15. A vazio linear utilizada foi de 2,50 mL.min"'.cm™
(13,5 cm'min™"). A coluna foi equilibrada com 5 volumes de coluna (VC) de tampdo de
fosfato de s6dio 10 mM, pH 6,5 e condutividade 1,2 mS.cm™. O pH e a condutividade do
ECC (Segdo 4.2.1) foram ajustados para esses mesmos valores. O sistema cromatografico
representado na Figura 4.1 descreve de forma adequada o processo de separacdo e foi usado
como base para a configuragdo do modelo na plataforma EMSO. Inicialmente, as valvulas V;
e Vs foram abertas e a amostra de ECC contendo PspA4Pro foi inserida na coluna. Durante
esta etapa, a fragdo ndo adsorvida (QNAds) com baixa pureza foi armazenada no recipiente 1
e as proteinas com afinidade pela resina foram adsorvidas. Apds inserir a amostra, também foi
aplicado um volume de 5 VC de tampao fosfato de sddio para remover proteinas residuais ndo
adsorvidas. Apos este procedimento, as valvulas Vi e Vs foram fechadas. Nas proximas etapas,
iniciou-se o procedimento de dessor¢do: As proteinas foram dessorvidas através da aplicagdo
de 5 VC de elui¢des de NaCl com forgas idnicas fraca (Q1), média (Qz) e forte (Q3), nesta
ordem, com abertura simultdnea das valvulas V2 ¢ Vg, V3 ¢ V7 ¢ V4 e Vs, respectivamente.
Proteinas com baixa, média e alta for¢as de ligacdo a resina foram respectivamente
dessorvidas nas fragoes de eluicdo Qi, Q2 ¢ Q3. A maior parte da PspA4Pro foi eluida na
fragdo Q. (FIGUEIREDO et al., 2017). A Tabela 4.1 descreve os experimentos A a E
realizados para testar diferentes cargas proteicas de processamento do ECC associadas a
modificagdes de forgas idnicas nos perfis de eluicdo da cromatografia de troca anidnica.

Dados experimentais relacionados ao perfil de concentragdo de proteinas no cromatograma



100

foram fornecidos pelo detector UV 280 nM localizado no final da coluna. Dados de
condutividade relacionados a concentracdo de NaCl também foram fornecidos. O algoritmo
de Ramer-Douglas-Peucker foi utilizado para reduzir a quantidade de pontos fornecidos pelo
software de cromatograma compondo uma curva semelhante com menos pontos (PRASAD et
al., 2012).

3 —pixd Dl ]

Amostra Vi b Elui¢do média

[ F—da pei——— ]

Eluicdo fraca Va Va Eluicdo forte

........... Coluna Q-Sepharose

...........

...........

...........

Vs Vs V7 Vg

Container 1 Container 2 Container 3 Container 4

(Qnads) (Qu) (Q2) (Qs)

Figura 4.1. Descri¢do da cromatografia de troca anionica. A amostra QNAds contem a fracdo
ndo adsorvida. As amostras Qi, Q2 e Q3 contém as eluicdes fraca, média ¢ forte,
respectivamente.
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Tabela 4.1. Caracteristicas do extrato celular clarificado e perfis de eluicdo dos experimentos
realizados em uma coluna de 70 mL com resina Q-Sepharose.

Experimento A B C D E
Extrato celular Volume de amostra Vi, (mL) 760 920 1000 950 2080
clarificado Carga proteica (g.MLcowna) 0,034 0,061 0,034 0,031 0,080

Concentracao de NaCl em Q; (mM) 150 150 120 180 150
Perfis de eluicdo Concentracdo de NaCl em Q; (mM) 300 300 250 350 300

Concentragao de NaClem Qs (mM) 1000 1000 900 1000 1000

4.2.3. Quantificacdo de proteinas, pureza de PspA4Pro e determinacao da recuperacio

As concentragdes totais de proteina foram determinadas nos containers 1 a 4
(Figura 4.1) para os experimentos A a E pela metodologia Lowry (LOWRY et al., 1951). As
massas totais de proteina (M;) foram obtidas ja que os volumes de todas as fracdes "i" (ECC,
QNAds, Q1, Q2 e Q3) foram medidos durante os experimentos. As purezas de PspA4Pro (P;)
para todas as fragdes "i" foram determinadas por densitometria de bandas em SDS-PAGE
12% com 2-mercaptoetanol (LAEMMI, 1970) e calculadas como a porcentagem da banda de
PspA4Pro em relagdo a soma das bandas das impurezas proteicas em cada amostra
(FIGUEIREDO et al., 2017). As massas de PspA4Pro (Mpspa4pro,i) foram calculadas de acordo
com a equagdo 4.1. As recuperacoes de PspA4Pro (R;) foram calculadas para as fragdes

QNAds, Qi, Q2 ¢ Q3 de todos os experimentos, de acordo com a equagdo 4.2, onde

MpspasproEcc € a massa total de PspA4Pro no extrato celular clarificado.

M egpnapro,i= M. P, 4.1)

M i
PspA4 Pro ,i
Rr —

M PspA 4 Pro, ECC (4.2)
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4.2.4. Determinacio de parimetros experimentais

O numero de pratos tedricos (Ni) e a porosidade total da coluna (er) foram
determinados por um pulso de 0,5 mL de solugdo de acetona a 1% (v.v'') diluida em 4gua
ultrapura a uma vazio de 2,71 cm®min!. N; foi calculado pela aplicagdo da equagdo 4.3 no
pico obtido, onde t, ¢ o tempo de retengdo da coluna e A ¢ a largura do pico (Amersham
Biosciences, 2002). et foi definido pela razao entre o volume vazio (Vo) € o volume da coluna
(Vo), e Vo foi calculado pelo tempo de retengdo de acetona (to) e pela vazdo da fase movel (F),

conforme demonstrado pelas equagdes 4.4 ¢ 4.5 (CLOSE et al., 2014).

2

t
N=554(%)

(4.3)
— V{-‘

Ve (4.4)

V=t F 45)

4.2.5. Estratégias de simulacio do processo

As simulagdes foram realizadas pelo software EMSO™ (Environment for Modeling
Simulation and Optimization), um simulador orientado a equagdes com linguagem interna de
modelagem orientada a objetos que permite a criagdo de novos modelos de acordo com a
demanda do pesquisador (SOARES e SECCHI, 2003). Experiéncias anteriores identificaram
um total de quatro picos no cromatograma (FIGUEIREDO et al., 2017), dois na eluicdo Q1 e
dois nas eluigdes Q> ¢ Q3. Neste trabalho, para que a simulagdo fosse possivel, cada pico foi
associado a um pool de proteinas "i". Esses pools foram denominados Qi-I, Q:-II, Q2e Qs e
foram compostos por um grupo de proteinas com caracteristicas quimicas semelhantes, pois
foram eluidas juntas (CHAN et al., 2008; BENEDINI et al., 2019). O sistema cromatografico
proposto pela Figura 4.1 foi descrito no simulador. O modelo do equilibrio dispersivo (MED,
Equacdes 4.6 e 4.7) e a isoterma de acdo em efeito estérico (SMA, Equacdes 4.8 e 4.9) foram
aplicados em cada prato tedrico da coluna virtual para obter um sistema de equagdes

diferenciais solucionado pelas rotinas numéricas do software.
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O MED representa o balanco de massa em uma coluna de adsor¢do, onde c; ¢ a
concentracdo de proteina “i” na fase movel (mol.cm™), q; é a quantidade de adsorbato retido
na estrutura solida (mol.cmyesina™ ), U é a velocidade da fase mével (cm.s™!) e D, é a influéncia
da dispersdo axial (cm2.s!). A aplicacdo desta equacdo considera adsor¢do uniforme em toda a
coluna, auséncia de gradiente de concentragdo radial e resisténcias a transferéncia de massa
durante a adsor¢do (TEOH et al., 2001; KACZMARSKI et al., 2001). A dispersdo axial D,
pode ser calculada pela equagdo 4.7, onde L é o comprimento da coluna e N; é o nimero total
de pratos tedricos (CLOSE et al., 2014). Como o EMSO nao permite o desenvolvimento de
diferenciais relacionados a varidveis espaciais, os diferenciais espaciais foram aproximados

pelo método das diferengas finitas, com N; elementos.

acr (1_ %’]aqf acr_ al‘?f
i 5 artta; Pagn

(4.6)

! 4.7)

A isoterma SMA tem sido usada como estratégia para representar a competicdo

entre proteinas e solugdes i0nicas na cromatografia de troca anidnica (GU, 2015).

aq; v i
Wz K/‘\ds,iCiQ - KDes,iqi Cart
(4.8)

N
O=A- Z g,(v;+a;)

=1 (4.9)

A Equagdo 4.8 descreve que a quantidade de proteina "i" adsorvida depende das
constantes de adsor¢do (Kads,i) € dessor¢do (Kpes;i) (cm*mol™.s.;), do nimero de sitios ativos
(vi), da concentragdo de sal na fase liquida (csat) e da carga livre resultante Q da resina
(mol.cm™). A equagdo 4.9 mostra que Q pode ser descrito pela capacidade idnica da resina »
(mol.cm™) que representa o namero total de sitios ativos disponiveis para ligagdo, e pela soma
dos sitios ativos ocupados, nos quais o fator estérico de cada proteina adsorvida (o)
representa 0 bloqueio molecular sobre a resina (SHEN et al., 2005; HUUK et al., 2014;
KARKOV et al., 2013).
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Para que a simulag@o fosse possivel, cada pool de proteinas "i" descrito acima foi
associado aos parametros SMA correspondentes Kadsi, Kpesi, Vi € i Além disso as
concentragdes de proteina (cie) € cnact na entrada da coluna também foram informadas, uma
vez que as massas totais de proteina para cada pool eram conhecidas (método Lowry), assim
como o volume total de ECC. Como os grupos proteicos Qi-I e Q-II foram eluidos na mesma
fracdo, a massa particular de cada um foi estimada pela area dos picos cromatograficos. Os
valores de absorvancia a 280 nM foram transformados em concentragdes de proteina através
de um coeficiente de extingdo molar geral estabelecido para cada fragdo eluida (Q1, Q2 ¢ Q3),
igualando a massa total de proteinas de cada pico cromatografico ao valor determinado pelo
Método Lowry (LOWRY, 1951). Os valores de condutividade foram transformados em
concentra¢des de NaCl usando uma curva padrio construida com diferentes concentragdes de

NaCl e suas correspondentes condutividades®.
4.2.6. Estimativas de parimetros e validacoes experimentais

O diagrama apresentado na Figura 4.2 mostra a estratégia adotada para a estimativa
de parametros (NELLES, 2001). A primeira caixa da figura explica que os pools de proteinas
foram identificados, como ja foi descrito na se¢do anterior. A segunda caixa mostra que os
valores iniciais dos pardmetros foram determinados em uma primeira simulagdo na qual o
efeito competitivo entre os conjuntos de proteinas identificados ndo foi considerado e os
parametros foram ajustados aos dados de um inico experimento, para cada pico em particular.
Essa etapa foi necessdria para identificar as regides mais apropriadas para a estimativa de
parametros, ¢ esses resultados ndo serdo apresentados neste trabalho. Os valores de Kads;,
Kpesi, Vi, oi estimados nesta etapa foram utilizados como suposigdes iniciais para as
simulagoes I, II, III e IV, as quais foram realizadas para os experimentos A a D através da
estratégia de validac@o cruzada descrita na regido pontilhada da Figura 4.2: para a Simulacao I,
por exemplo, os valores de Kadsi, Kpesi, Vi € ai foram estimados pelos pools de proteinas
observados nos experimentos B, C ¢ D, enquanto que a valida¢do foi realizada com os dados
do experimento A. Estratégias andlogas foram utilizadas nas simulag¢des I, III e IV. Em todos
o0s casos, o parametro ” foi fornecido por HUUK et al. (2014). Para cada simulagdo, as raizes

do erros quadraticos médios das estimativas (ou “root mean square errors’, RMSEg,

8 O Apéndice B explica de forma detalhada as estratégias utilizadas para disponibilizar os dados de
condutividade e absorbancia (280 nM) em forma de concentragdes de NaCl e proteinas.
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Equagdo 4.10) foram usadas para avaliar a qualidade dos ajustes de dados quando os
parametros foram estimados, onde N ¢ o numero total de pontos experimentais, ¢ € 0 numero
de pardmetros estimados, yi sdo os dados experimentais ¢ §i sdo os dados obtidos pela
modelagem. A equagdo 4.10 também foi usada para avaliar a qualidade das validagdes
(RMSEva)), com ¢ = 0. Apés a conclusdo dos procedimentos da Figura 4.2, todos os
experimentos que forneceram bons resultados de validagdo foram utilizados novamente em
uma nova simula¢do (Simulagdo V, ndo mostrada na Figura 4.2), na qual todos os pardmetros

foram ajustados novamente aos dados experimentais, fornecendo suas estimativas finais

L] O parametro A foi fornecido por HUUK et al. (2014)

Identificagdo dos pools de proteinas

Qi-l, Qu-ll, Qz € Q3. » L] Pardmetros estimados sem considerar competi¢des entre

proteinas: Kads., Kpes;, 0i € Vi

Simulagdoll Simulagdo Il
° Experimentos B, C e D: Kads,, Koes,, i, € viforam ° Experimentos A, C e D: Kadsi, Koesi, Qi, € viforam
estimados estimados
[ ] Experimento A: Validagdo do modelo [ ] Experimento B: Validagdo do modelo
Simulagdo Il Simulagdo IV
° Experimentos A, B e D: Kads,, Koes,i, i, € viforam ° Experimentos A, B e C: Kadsj, Kpes;, Ci, € Viforam
estimados estimados
[ ] Experimento C: Validagdo do modelo [ ] Experimento D: Validagdo do modelo

N
z (.YI_.)}i)z

RMSE:\ =

N-o (4.10)

Figura 4.2. Procedimento numérico utilizado para estimar os parametros e simular o sistema
descrito pela Figura 4.1. Foram utilizados dados dos experimentos A, B, C e D.
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4.2.7. Determinacio da capacidade de processamento da resina

Apds a estimativa dos parametros, conforme descrito na sessdo anterior,
simularam-se amostras virtuais do ECC, as quais apresentaram aumento gradual das massas
dos grupos de proteinas (Qi-I, Qi-II, Q2 e Q3). A soma das massas de proteinas do
experimento A (Ma) foi usada como referéncia, cujos valores eram conhecidos devido aos
procedimentos analiticos, portanto Ma = Mqi1 + Mqi-n+ Mq2 + Mqs. Foram realizadas trés
simulagdes com massas de entrada de 1 x Ma, 2 X Ma e 3 x Ma, que permitiram estudar o
perfil de adsor¢do de proteinas no interior da coluna nas seguintes condi¢des: Imediatamente
apos a aplicacdo do ECC; apo6s 5 VC da aplicacdo de eluicdo Qi, com 150 mM de NaCl; e
apo6s 5 VC da aplicacdo de elui¢do Q2, com 300 mM de NaCl. O perfil de distribuicdo de
proteinas obtido no interior da coluna nas condigdes descritas permitiu a realizacdo de uma
analise critica para determinar a quantidade maxima de proteinas do ECC que a coluna
poderia processar sem perder a eficiéncia. Apds a determinagdo da capacidade maxima de

processamento da resina, o experimento E foi realizado para validar as condi¢des simuladas.

4.3. Resultados e discussio
4.3.1. Visao geral das cromatografias de troca anionica

O extrato celular clarificado (ECC) foi obtido de acordo com os procedimentos
descritos pela se¢do 4.2.1. A seguir, foram realizadas as cromatografias de troca ani6nica A a
E e as amostras foram analisadas de acordo com os procedimentos descritos nas Secoes 4.2.2
e 4.2.3. A Tabela 4.2 mostra as caracteristicas das principais fra¢cdes (ECC, QNAds, Qi, Q2 e
Q3) de cada experimento. Quando os desvios padrao sdo considerados, os balangcos de massa
de proteinas totais se mostram vidveis para todos os experimentos (Mqi + Mq2 + Mqs +
Maonads £ Mecc). O mesmo ocorre para o balango de massa de PspA4Pro (Po1.Mq1 + Px.Mq2

+ P3.Mqs + Ponads. Monads < Pecc.MEcc).

De acordo com a Tabela 4.1, os experimentos A e B foram realizados com os
mesmos perfis de eluicdo, mas a massa de entrada de ECC do experimento B foi duas vezes
maior. Apesar dessa diferenca, os resultados da Tabela 4.2 mostram que quantidades
semelhantes de proteina foram eluidas nas fragdes Qi e Q2. Uma quantidade maior de
proteinas estava presente nas fragdes QNAds do experimento B, explicando o destino da

maior massa de entrada neste caso. Quando apenas as fragdes Q. sdo comparadas, a
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recuperagdo de PspA4Pro e a pureza do experimento A superam B (62,4% e 73,9% contra
44.4% e 57,3%, respectivamente). Isso ocorreu devido a desvios nos perfis das fragoes ECC.
Apesar de terem sido obtidas pela mesma metodologia (Se¢do 4.2.2), algumas variagdes nao
identificadas ocorreram durante a produgdo de ECCg, o que pode ser verificado quando a
pureza dessa fragdo é comparada com a pureza média de outras fragdes de ECC (20,4% contra
30,5% - 33,3%, respectivamente), mostrando que a falta de qualidade de ECCg interferiu no

desempenho cromatografico do experimento B.

Quando os experimentos A, C e D sdo comparados, ¢ possivel visualizar os efeitos
das variagdes nas forcas i0nicas das eluicdes no desempenho das cromatografias (consulte a
Tabela 4.1 para verificar as condi¢des experimentais), uma vez que em todos os casos as
purezas e massas da ECC foram semelhantes. O experimento C apresentou as maiores massas
de proteina nas eluigdes Q2 e Qs. Isso pode ser explicado pela menor forca ionica aplicada na
eluicdo Qi1 neste caso, a qual ndo removeu de forma apropriada as proteinas fracamente
ligadas a coluna, redirecionando parte delas principalmente para Q2 e reduzindo a pureza
dessa fracdo quando comparada aos experimentos A ¢ D (45,3% contra 68,9% e 73,9%,
respectivamente). Quando apenas os experimentos A ¢ D sdo analisados, fica claro que em
ambos os casos as eluicdes Q; foram eficientes para remover as impurezas fracamente ligadas,
uma vez que as purezas ¢ recuperagdes de PspA4Pro em Q> sdo mais altas. No entanto, a
fracdo Qi1 do experimento D apresentou uma recuperagdo maior de PspA4Pro do que o
experimento A (5,4% contra 1,9%, respectivamente), mostrando que a aplicacdo de uma
eluicdo Qi com 180 mM de NacCl ¢ eficiente na remogdo de impurezas, mas também acarreta

em uma maior perda de PspA4Pro.
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4.3.2. Estimativas de parimetros, simulacées e validacoes experimentais das

cromatografias

Esta secdo apresenta os resultados da estratégia de validacdo cruzada usada para
estimar os parametros e simular as cromatografias de troca anidnica. Os procedimentos de
modelagem e simula¢do foram realizados conforme descrito na Secdo 4.2.6 e Figura 4.2. A
Tabela 4.3 apresenta as condigdes iniciais e os parametros fixos da coluna, onde et ¢ N foram
determinados conforme descrito pela Se¢do 4.2.4; L e u s@o parametros fixos fornecidos pelo
sistema; € qici-Ny € Ci(i-Ny S30 as concentragdes iniciais de proteina das fases estacionaria e

movel, respectivamente.

Tabela 4.3. Condig¢des iniciais ¢ pardmetros fixos utilizados nas simulagdes da cromatografia
de troca anionica.

Nome do parametro Simbolo Unidade Valor
Proteinas inicialmente adsorvidas di(1-Nt) (mol.mL?) 0
Proteinas inicialmente ndo adsorvidas Ci(1-Nt) (mol.mL™) 0
Altura da coluna L (cm) 13
Velocidade da fase movel u (cm.s?) 0,042
Porosidade total da resina €T - 0,9
NUmero total de pratos tedricos N - 189
Capacidade de saturacdo da resina® A (mol.L?) 2,15

ADados fornecidos por Huuk.

A Tabela 4.4 mostra os parametros estimados para as simulagdes I a V e os valores
RMSEEgs: ¢ RMSEv,. Para as simulagdes I, II e Il RMSEgs > RMSEva, mostrando que as
valida¢des foram eficientes. No entanto, 0 RMSEva, da simulag¢do IV foi cinco vezes maior
que 0 RMSEEg, expondo uma diminuigdo do desempenho da simulagdo quando uma forga
i0nica de eluicdo mais alta foi aplicada. Em todos os casos, Kgqqi1 < Kegoi-n < Kegq <
KEq,Q3, um comportamento esperado, uma vez que os grupos de proteinas com Kgq menor
apresentaram menor afinidade com a resina e foram eluidos primeiro. Kgq variou entre 0,3 e
11 para todos os conjuntos de proteinas. Outros trabalhos recentes forneceram valores com a
mesma ordem de magnitude quando a resina Q-Sepharose foi utilizada para purificar
proteinas: KARKOV et al. (2013) encontraram 2,17 e 0,13 para insulina e BSA,

respectivamente, ¢ HUUK et al. (2014) encontraram 0,22 para a ribonuclease. Quando o
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parametro v ¢ analisado, em todos os casos os pools de proteinas que sdo eluidos
posteriormente (Q2 e Q3) apresentaram valores mais altos do que as proteinas dos grupos Q-1
e Q2-1I, mostrando que os grupos mais fortemente ligados apresentaram maior quantidade de
sitios ativos. Em todos os casos, v variou de 0,6 a 1,4, com a mesma ordem de magnitude dos
valores fornecidos por KARKOV et al. (2013) para insulina ¢ BSA (2,75 em ambos os casos)
e por HUUK et al. (2014) para ribonuclease (1,5). Em relagcdo ao parametro a, os grupos de
proteinas com maior afinidade pela resina (Q2 e Qs) apresentaram valores superiores aos
grupos Qi-I e Qi-II, indicando que a interagdo dos primeiros deve ser mais complexa e forte,
aumentando o fator estérico. Essas altas diferencas entre os fatores estéricos estimados
também foram observadas por FARAIJI et al. (2015), que encontraram valores de 1283 ¢ 0,16

para lactoperoxidase e lactoferrina quando utilizaram resina SP-Sepharose.

Tabela 4.4. Parametros estimados das simulagdes [ a V para os pools de proteinas (Q:-1, Qi-11,
Q2¢ Q3) observados durante a cromatografia de troca anionica.

Simulacao
Pool de proteinas

1 1 m v v
K 1716 1752 178,2 174,0 175,3
Ky 4783 4856 4783 480,1 481,0

Q,d i 0,36 0,36 0,37 0,36 0,36
v 0,61 0,65 0,74 0,84 0,64

a 9,15 10,40 8,74 9,91 9,59
e 3305 3482 358,0 354,2 346,9
K 267,1 2640 2634 267,3 267,1

Q,-1l K, 1,24 1,32 136 1,32 1,30
v 0,83 0,85 0,86 0,85 0,83

a 0,58 1,04 0,76 0,60 0,76
Wi 5658  547,6  552,8 542,0 553,5
K, 1394 1337 139,3 149,4 141,0

Q, K., 4,06 4,09 3,97 3,63 3,92
v 1,34 1,30 1,32 1,33 1,33

a 150 139 136 120 137
Wi 4174 4140 4114 413,5 415,2

Ko, 40,1 40,0 40,2 40,7 40,3
Q, K, 1040 1036 10,24 10,17 10,30
v 1,30 1,27 1,32 1,26 1,28

a 206 224 204 209 211

RMSE_, x 10 3,4 33 4,0 5 B -
RMSE
RMSE,, x 106 2,9 2,8 1,7 8.3 -

* KEq = KAds.KDesJ
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As figuras 4.3 a 4.6 mostram os cromatogramas experimentais obtidos nas
simulagoes I a IV. Os experimentos validados foram A, B, C e D, respectivamente. Embora a
estratégia de validag@o cruzada considere que os pools de proteinas Q-1 e Q-1 apresentavam
caracteristicas diferentes, conforme mostrado nos dados experimentais, os mesmos foram
eluidos em um tnico pico para descrever a simulagdo de Qi. Em todos os casos, € possivel
visualizar que o pico Q: apresenta uma qualidade de ajuste menor, uma vez que o pico
simulado se afasta mais do experimental do que o Qi e Q3. Uma possivel razdo para isso €
uma transferéncia de massa ndo desprezivel que ocorre na particula da resina, causada pela
maior concentracdo de proteinas do pico Q2. Esses fendmenos ndo sdo considerados pelo
MED, mas existem modelos mais complexos que os descrevem, como por exemplo o modelo
do transporte dispersivo, que considera efeitos convectivos na superficie da resina (CANDY
et al., 2012; FARAJT et al., 2015) e o modelo geral, que considera os efeitos convectivos na
superficie e a difusividade da proteina no interior da particula (KACZMARSKI et al., 2001;
ORELLANA et al., 2009; LIENQUEO et al., 2012). A aplicagdo desses modelos ndo foi o

foco deste trabalho.
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Figura 4.3. Curvas das eluicdes Qi, Q2 e Qs simuladas (vermelhas) e ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos B, C e D. A performance da simulacdo foi validada
pelo experimento A.
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Figura 4.4. Curvas das eluicdes Qi, Q2 ¢ Q3 simuladas (vermelhas) ¢ ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos A, C e D. A performance da simulacdo foi validada

pelo experimento B.
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Figura 4.5. Curvas das elui¢cdes Qi, Q2 ¢ Q3 simuladas (vermelhas) ¢ ajustadas as curvas
experimentais (azuis) dos experimentos A, B e D. A performance da simulacdo foi validada

pelo experimento C.
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Figura 4.6. Curvas das eluicdes Qi, Q2 e Qs simuladas (vermelhas) e ajustadas as curvas

experimentais (azuis) dos experimentos A, B e C. A performance da simulacdo foi validada
pelo experimento D.

Os resultados dessa se¢do mostram que a estratégia de modelagem utilizada fornece

uma descrigdo adequada dos perfis de elui¢do de PspA4Pro e, portanto, pode ser utilizada

para melhor compreender o processo de purificacdo da proteina de interesse.
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4.3.3. Simulacdes dos ECC virtuais e determinacio da capacidade de processamento da

resina

Simula¢des de ECC virtuais foram executadas com as massas de entrada 1 x Ma, 2
X Ma e 3 X Ma, de acordo com o procedimento descrito na Secdo 4.2.7. Os parametros fixos
da Tabela 4.3 e os parametros estimados da Tabela 4.4 (Simulagdo V) foram novamente
utilizados para as simulagdes dessa se¢do. A Figura 4.7 mostra o perfil de adsor¢do dos grupos
de proteinas Qi-I, Qi-II, Q2 e Q3 nos pratos tedricos da coluna em trés diferentes condi¢des

operacionais: Imediatamente apds as aplicagoes de ECC, da elui¢do Qi e da eluigdo Qx.

Os perfis de adsor¢do da linha A foram obtidos a partir do processamento das
massas dos pools de proteinas quantificados no experimento A (Tabela 4.1), chamado Ma.
Portanto, neste caso ¢ possivel analisar o que aconteceu dentro da coluna durante este
experimento: Apos a aplicagdo de ECC todas as proteinas permaneceram retidas nos
primeiros 25 pratos da coluna. Apds a aplicagdo de Q1, foi observada a remogao completa dos
pools de proteinas Q1-1 e Qi-II, enquanto os pools Q2 e Q3 permaneceram retidos na coluna. O
pool Q2 ficou retido entre os pratos 50 e 150, uma vez que apresenta menor afinidade com a
resina, enquanto o pool Q3 permaneceu retido no inicio da coluna, entre os pratos 1 e 100.
Apbs a aplicagdo da eluigdo Q2, o pool de proteinas Q. foi completamente removido.
Enquanto isso, o pool Q3 permaneceu retido entre os pratos 50 e 150, uma vez que seria

posteriormente removido pela aplicacdo da eluicao Qs.

As simulagdes representadas na linha B reproduzem o comportamento da coluna
quando ha processamento de duas vezes a massa de proteinas adsorvidas no experimento A (2
x Ma). Neste caso, os pools de proteinas permaneceram retidos nos primeiros 50 pratos da
coluna. Mais uma vez, a aplicagdo da eluicdo Qi removeu completamente os conjuntos de
proteinas Qi-I e Qi-II. Uma pequena quantidade de Q. também foi removida, indicando que
talvez uma recuperag@o mais baixa desse pool fosse observada na eluicdo Q». A aplicagdo da
eluicdo Q2 removeu completamente o pool Q2, mas uma quantidade muito pequena do pool Q3
também foi removida, indicando que, neste caso, a pureza de PspA4Pro na fragdo Q> poderia

sofrer uma pequena contaminagao.

As simulagdes mostradas na linha C reproduzem o comportamento da coluna
quando sdo processadas trés vezes a massa das proteinas adsorvidas no experimento A (3 x

Ma). Apos a aplicagdo de ECC, aproximadamente 100 pratos da coluna permaneceram
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saturados. Apos a aplicacdo de Qa, € possivel observar que uma grande quantidade do pool de

proteinas Q3 elui junto com Q2, indicando uma alta probabilidade de contaminagdo na

PspA4Pro obtida.

Apbs aplicacao de ECC Ap6s aplicagao de Q1 Ap6s aplicagdo de Q2
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Figura 4.7. Perfis de eluicdo simulados (qi) dos pools de proteinas Qi-I (linhas azuis), Qi-II
(linhas laranjas), Q: (linha cinza) e Q3 (linha amarela) nos N pratos tedricos da coluna
cromatografica a partir do processamento da massa de proteinas adsorvidas no experimento A,
chamada de My (linha A), 2 x M (linha B) e 3 x Ma (linha C). As condi¢des simuladas foram
apresentadas imediatamente apos aplicagdes do extrato celular clarificado (ECC) e eluigdes

Q1¢Qa.
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A partir dos resultados apresentados acima, pode-se considerar que o uso de um
ECC com 2 x Ma poderia ser uma estratégia adequada para explorar uma capacidade de
processamento limitante da cromatografia de troca anidnica. A inser¢do de uma massa
proteica superior a 2 x M provavelmente reduziria a pureza da PspA4Pro eluida na fragdo Qo,
uma vez que esta seria contaminada por proteinas que deveriam ter sido eluidas em Q3z, como
mostram as simulagdes. O experimento E foi realizado para reproduzir esta condigdo. A
analise do perfil de elui¢do na Tabela 4.2 mostra que a purificagdo de um ECC com 5,62 g de
proteinas (= 2 x Ma) levou a producdo de 1,54 g de proteinas no pool Q2, referente a 0,022
g.mLresina” de proteina com uma pureza de PspA4Pro de 81,2%. Os resultados experimentais
ndo mostraram contaminagdo com PspA4Pro ou perda de recuperagdo, como previsto pela
simulagdo, o que pode ser explicado pelo desvio padrdo do modelo associado aos parametros
estimados. Os resultados do experimento E mostram um aumento da capacidade de
processamento de cromatografia sem perda da qualidade do PspA4Pro. No experimento A,
foram obtidas 0,010 g.mLresina’ de proteina com 73,9% de pureza e FIGUEIREDO et al.
(2017) obtiveram 0,007 g.mLresina”! de proteina com 65,2%. Esses resultados mostram que a
mesma coluna pode ser alimentada com até duas vezes a massa inicial de proteinas no ECC,
apresentando purezas semelhantes ou maiores, 0 que aumenta a eficiéncia e reduz o custo

operacional.

4.4. Conclusoes

As simulagdes deste trabalho forneceram uma boa descricdo das corridas
cromatograficas aplicadas em misturas ndo sintéticas de proteinas contendo PspA4Pro. Os
parametros foram ajustados adequadamente através da metodologia de validag@o cruzada e os
dados experimentais foram bem descritos, exceto por uma pequena diminui¢do na qualidade
da simula¢do quando as forcas idnicas das eluigdes aumentaram. As simulagdes foram
capazes de prever que a coluna cromatografica poderia processar duas vezes mais proteina
sem perda da qualidade de PspA4Pro obtida. Essa condi¢@o foi testada experimentalmente,
fornecendo 0,022 g.mLiesina de  PspA4Pro com 81,2% de pureza em comparagio com 0,010
gMmLresina? de PspA4Pro com 73,9% de pureza no processo original. A abordagem
apresentada neste trabalho facilita a compreensdo do processo de purificagdo de maneira

sistematica e permite a aplicagdo de diversas melhorias técnicas.
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5. UMA ABORDAGEM ROBUSTA PARA MODELAR E SIMULAR PROCESSOS
CROMATOGRAFICOS NA PURIFICACAO DE MISTURAS COMPLEXAS

O principal objetivo desta ultima etapa do trabalho foi apresentar uma proposta de
simulagdo que melhorasse a abordagem desenvolvida no capitulo 3, possibilitando o
desenvolvimento de um modelo mais completo que permitisse a identificacdo de alternativas
viaveis para melhorar o desempenho da purifica¢do. Diversas cromatografias foram realizadas
¢ diferentes forgas idnicas foram testadas. Mais uma vez, os pardmetros foram ajustados
separadamente as cromatografias executadas com amostras sintéticas de PspA4Pro ou
amostras com proteinas de células ndo produtoras de PspA4Pro. Para isso, utilizou-se a
metodologia de validagdo cruzada descrita no capitulo 4. A maior quantidade de dados
disponiveis, aliada ao procedimento apresentado, levaram a obtengdo de um modelo mais
robusto, possibilitando a simula¢do de esquemas alternativos de purificacdo que se basearam
na fragmentacdo e modificacdo das forgas ionicas das elui¢des principais. Mais uma vez, as
simulagdes mostraram que a PspA4Pro tendia a eluir no inicio do pico. No entanto, diferentes
perfis de eluigdo foram observados de acordo com a variagdo da forga idnica, permitindo a
identificacdo de condigdes que aumentaram a pureza e rendimento especifico por volume de
coluna. Os melhores resultados foram obtidos em menores forgas idnicas, proporcionando um

aumento de rendimento e pureza expressivos.
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Resumo

Os processos cromatograficos sdo considerados as etapas mais importantes na
purificacdo de proteinas recombinantes. Recentemente, um grande esforco tem sido realizado
para modelar e simular essas operagdes. No entanto, um problema frequente esta relacionado
a utilizacdo de misturas sintéticas para identificacdo e validagdo de modelos, dificultando a
aplicagdo das simula¢des em ensaios cromatograficos reais, uma vez que as proteinas de
interesse geralmente estdo presentes em misturas complexas de proteinas. Nesse contexto,
este trabalho teve como objetivo melhorar uma abordagem desenvolvida anteriormente que
visava lidar com a simulagdo de misturas complexas reais, aproximando a teoria da pratica. A
abordagem foi aplicada para purificar PspA4Pro, uma proteina recombinante de superficie de
pneumococo utilizada para produzir vacinas. Em um primeiro momento, o modelo do
equilibrio dispersivo e a isoterma de acdo em efeito estérico foram utilizadospara descrever
separadamente os perfis de eluigdo de PspA4Pro e das impurezas proteicas. Os parametros
foram estimados por uma metodologia de validagdo cruzada que foi aplicada a um conjunto
completo de corridas cromatograficas. Em um segundo momento, esquemas alternativos de
eluicdo que aumentariam o desempenho do processo foram propostos por simulagoes
realizadas em diferentes forcas ionicas. Para validag@o, foram utilizados dados de extratos
celulares clarificados derivados de células produtoras de PspA4Pro, com quantidades de
proteinas e purezas determinadas em diferentes regides dos picos de eluicdo. As simulagdes
mostraram que PspA4Pro tendia a eluir no inicio do segundo pico. No entanto, perfis
diferentes de eluicdo foram observados de acordo com a variagdo da forca idnica, permitindo
identificar condi¢des que aumentavam a pureza sem redu¢do do rendimento especifico de
PspA4Pro produzida por volume da coluna. Os melhores resultados foram obtidos com forgas
iOnicas menos intensas, proporcionando um aumento de pureza e rendimento especifico de

149% ¢ 9,9%, respectivamente, quando comparados com a abordagem de operagdo original.
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5.1. Introducio

A demanda de producdo de proteinas recombinantes para aplicacdes industriais,
criagdes de novos medicamentos e desenvolvimentos de pesquisas aumentou muito nos
ultimos anos. Uma quantidade relevante dessas proteinas é produzida por Escherichia coli
recombinante, devido ao vasto conhecimento acumulado sobre a genética e metabolismo
desse micro-organismo, a disponibilidade de métodos rapidos e precisos para a modificacao
do genoma (SHILOACH et al., 2005; SHOJA et al., 2008) e a possibilidade de produzir
grandes quantidades de biomassa usando protocolos de cultivo bem estabelecidos (MAMAT
et al., 2015). Apesar disso, as etapas de purificagdo ainda sdo um obstaculo para viabilizar a
produgdo de proteinas, uma vez que muitas vezes sao responsaveis por aumentar o custo € a
complexidade do processo devido a demanda por um produto de alta qualidade, com
contaminantes como acidos nucléicos, pirogénios e enzimas em geral em concentracdes
abaixo dos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras (MAMAT et al., 2015;
FIGUEIREDO et al., 2017).

As etapas de purificagdo mais importantes sdo geralmente compostas por corridas
cromatograficas que exigem equipamentos de alta tecnologia ¢ mao de obra qualificada (GU,
2015). Um esforgo continuo tem sido feito para modelar e simular esses processos com o
objetivo de otimizar ¢ aumentar eficiéncias (ORELLANA et al., 2009; LINQUEO et al., 2012;
TEOH et al., 2001; KACZMARSKI et al., 2001; CHAN et al., 2008; ORELLANA et al.,
2009; CLOSE et al., 2014; FARAII et al., 2015; DONAT et al., 2018). No entanto, devido a
dificuldade em simular misturas proteicas reais de extratos celulares clarificados, geralmente
sdo utilizadas misturas sintéticas que apresentam um numero limitado de proteinas puras para
obter dados e caracterizar o processo. Essa estratégia ¢ adequada para o planejamento
experimental, estimativa de pardmetros do modelo e desenvolvimento de modelos teoricos
robustos, mas inadequada para lidar com situagOes reais, pois os extratos celulares
clarificados sdo misturas complexas de proteinas com caracteristicas desconhecidas,
apresentando variagoes na composi¢do de cultivo para cultivo, conforme ja discutido no

capitulo 3 desta tese.

Por esse motivo, é importante que sejam desenvolvidos modelos capazes de
descrever o comportamento de extratos celulares reais durante as cromatografias. Esses
extratos sdo compostos por misturas complexas contendo a proteina de interesse e diversas

outras proteinas contaminantes desconhecidas. No capitulo 3, foi proposta uma nova
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abordagem para simular a separagdo cromatografica de misturas reais ndo sintéticas. A
proteina de interesse a ser purificada foi a PspA4Pro, uma proteina recombinante produzida
por Escherichia coli BL21 (DE3) com o plasmideo pET37b + PspA4Pro, expressando o gene
do fragmento N-terminal da proteina A de superficie de pneumococo (PspA) (PERCIANI et
al., 2013). A abordagem foi baseada em um procedimento que simulou separadamente a
PspA4Pro e o conjunto de impurezas proteicas eluidas no mesmo momento, possibilitando
identificar um perfil de eluicdo alternativo que aumentou a pureza em 34% em relacdo ao
processo de purificacdo original. A abordagem apresentada no Capitulo 3 pode ser
considerada um primeiro passo para desenvolver novas alternativas para lidar com misturas
complexas. No entanto, apesar dos bons resultados, o aumento da pureza foi acompanhado
por uma reducdo relevante no rendimento especifico de proteina produzida por volume de
coluna, e o modelo desenvolvido apresentou algumas incertezas devido a complexidade das

misturas processadas e a quantidade reduzida de dados utilizados para estimar os parametros.

Nesse contexto, a principal motivagdo deste estudo ¢ melhorar ainda mais a
abordagem desenvolvida no Capitulo 3, fornecendo um modelo mais robusto para a
simulagdo, e explorando sua capacidade de descrever o processo em diferentes forgas iOnicas
de eluigdo, contribuindo para melhorar ainda mais as etapas do processo downstream. Em um
primeiro momento, um conjunto completo de corridas cromatograficas foi aplicado em dois
tipos diferentes de amostras: solu¢do pura de PspA4Pro e extratos celulares clarificados reais
derivados de células ndo produtoras de PspA4Pro. Diferentes forgas idnicas foram usadas para
eluir as proteinas e uma estratégia de validagdo cruzada® foi aplicada para estimar
separadamente os parametros de adsorcao de PspA4Pro e do pool de proteinas contaminantes.
Os modelos foram validados por um novo conjunto de ensaios cromatograficos e
modificagdes nas forcas idnicas das eluicdes foram propostas como estratégia para aumentar a
pureza de PspA4Pro sem perda de rendimento especifico de proteina produzida por volume de
coluna. Todas as simulagdes foram realizadas no EMSO (Environment for Modeling,
Simulation and Optimization), um software orientado a equacdes (SOARES e SECCHI, 2003;
FURLAN et al., 2016) que tem sido utilizado com sucesso para simular uma quantidade
diversificada de processos relacionados a engenharia quimica (ALBARELLI et al., 2017;
FONSECA et al., 2017; DA ROCHA NOVAES et al., 2017; ALMEIDA et al., 2018).

® A metodologia de validagdo cruzada é descrita em detalhes na segéo 4.2.6. e Figura 4.2.
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Espera-se que o procedimento proposto neste trabalho permita uma robusta
melhoria na simulagdo de processos cromatograficos de misturas reais, incrementando a
qualidade dos dados obtidos. Trata-se de um fator muito importante para melhor compreender
¢ otimizar processos reais encontrados na industria biofarmacéutica, uma vez que a produgdo
de varios compostos com alta pureza depende de protocolos de purificagdo eficientes

aplicados em misturas reais de proteinas.
5.2. Teoria
5.2.1. Modelo do equilibrio dispersivo

O modelo do equilibrio dispersivo (MED) é um modelo matematico usado para
descrever a transferéncia de massa de proteinas dentro da coluna cromatografica, assumindo
um sistema isotérmico ¢ adiabatico, uma coluna radialmente homogénea e um coeficiente
aparente de dispersdo axial que depende das dimensdes da coluna (CLOSE et al., 2014). O

1342
1

MED pode ser descrito pela Equagdo 5.1, onde c; € a concentragdo de uma proteina “i” na fase
mével (mol.mL™), q; é a quantidade de adsorbato retido na estrutura sélida (mol.mLesina™!), u
¢ a velocidade da fase mével (cm.s™!) e D, é a dispersdo axial (cm2.s™) que pode ser calculada
usando a Equacdo 5.2, onde L é o comprimento da coluna ¢ N; ¢ o nlimero total de pratos

tedricos (TEOH et al., 2001; CLOSE et al., 2014).
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O parametro N; pode ser calculado pela Equagdo 5.3 para um pico cromatografico
de um componente que ndo apresente afinidade com a resina. Nesta equacdo, t, ¢ o tempo de
retengdo da coluna e A ¢ a largura do pico na metade de sua altura
(AMERSHAM-BIOSCIENCES, 2004). A porosidade total (er) pode ser calculada pelas
equacdes 5.4 e 5.5, em que Vo e V¢ representam os volumes vazio e total da coluna,
respectivamente, ¢ to ¢ F representam o tempo de retengdo do componente ndo reativo e a

vazdo, respectivamente (CLOSE et al., 2014).
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5.2.2. Aisoterma de acio em efeito estérico

A isoterma de agdo em efeito estérico, ou “steric mass action isotherm” (SMA), ¢
uma equacdo fenomenologica que representa a competicdo entre proteinas e solugdes idnicas
durante a cromatografia de troca anionica (GU, 2015). Este modelo de adsor¢do considera que
ndo ha equilibrio do processo de adsor¢do/dessor¢do, sendo que o sal nas solug¢des de elui¢do
compete com as proteinas para se ligar a fase solida. Além disso, o modelo considera que
algumas proteinas apresentam estruturas complexas, tornando-as capazes de se ligar a mais de
um sitio ativo, bem como bloquear varios outros (KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014;
GU, 2015). Este modelo pode ser representado pelas Equagdes 5.6 ¢ 5.7. A primeira descreve

[13%2]
1

que a quantidade de proteina adsorvida depende das constantes de adsor¢do (Kadsi) ©
dessorcdo (kpesi) (mL.mol'.s'), do nimero de sitios de ligagdo das proteinas (vi), da
concentragdo de sal na fase liquida (csai) e da carga livre resultante (Q) da resina (mol.mL'), a
qual representa a neutralidade eletrostatica do sistema, onde A (mol.mLiesina™’) é a capacidade
iOnica total da resina e o; ¢ o fator estérico, diretamente relacionado ao bloqueio molecular

(KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014).
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aqi V. V.
= Kps,i € Q= Kpes i Qi Cont

ot (5.6)

O=n- Zl g;(v;+a,)

(5.7)

5.3. Materiais e métodos
5.3.1. Producio de PspA4Pro

O processo de purificacdo de PspA4Pro foi aplicado a biomassa de E. coli
produzida sob duas condigdes diferentes de cultivo. A condi¢do de cultivo indicada como “A”
foi realizada a 37 °C, induzida por lactose, utilizando células rE. coli portadoras de pET37b +
sem inserto, de modo que nenhuma PspA4Pro recombinante foi produzida (Capitulo 3)'%. A
condi¢do de cultivo indicada como "B" foi realizada a 37 °C, também com indugdo por
lactose, mas utilizando E. coli contendo um fragmento do gene da proteina A de superficie de
pneumococo (PspA) de Streptococcus pneumoniae (CAMPANI et al., 2016). O primeiro
bloco rico em prolina do gene PspA (GenBank: EF649969.1), aqui denominado PspA4Pro,
foi inserido no plasmideo pET37b + (Novagen) e expresso na E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) (MORENO et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2017), portanto, as células
desse cultivo produziram PspA4Pro. As células recombinantes de E. coli foram gentilmente
fornecidas pela Dra. Eliane Miyaji do Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto
Butantan (Sao Paulo, Brasil). Todos os experimentos foram realizados em um biorreator de 5
L, o qual foi monitorado e controlado pelo software SuperSys HCDC (HORTA et al., 2014).
NH4OH (30%) foi utilizado para manter o pH em 6,7. O controlador ajustou automaticamente
a velocidade do agitador entre 200 ¢ 900 rpm a fim de manter a concentracdo de oxigénio
dissolvido em 30% de saturagdo. A vazio total do gis foi mantida em 4 L.min"' (HORTA et
al., 2014; CAMPANI et al., 2016). Ao final do cultivo, a biomassa foi separada do caldo por
centrifugacdo durante 30 min, a 4 °C e 6700 g. Os pellets de células resultantes foram

armazenados em sacos plasticos a —80 °C.

10° As células do cultivo A utilizadas neste capitulo sdo as mesmas que as do cultivo C do capitulo 3.
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Para executar as cromatografias de troca anionica (CTA), 100 + 10 g das células A
ou B foram descongeladas e suspensas em 1 L de tampdo de lise. As células foram lisadas
através de recirculagdo da suspensio em um homogeneizador continuo de alta pressdo
(HCAP) por 8 min a 4 °C, 500 bar e vazdo de 1 L.min"!. Em seguida, foi adicionado 0,1% de
detergente de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e as misturas foram agitada por 60 min
em temperatura ambiente. As amostras A ¢ B foram entdo centrifugadas por 90 mina 17.696 g
e 4 °C (FIGUEIREDO et al.,, 2017). O sobrenadante de cada amostra foi indicado como
extrato celular clarificado (ECC). As amostras de ECC dos cultivos A e B foram denominadas
ECCa e ECCs, respectivamente. E importante destacar que o ECCa apresentava somente o
conjunto de proteinas do metabolismo de E.coli enquanto que o ECCg apresentava um

conjunto semelhante de proteinas metabolicas misturadas com PspA4Pro.

5.3.2. Cromatografia de troca anionica

Foram realizadas um total de nove cromatografias de troca anidnica (designadas
CTA-I a CTA-IX): CTA-I, CTA-II e CTA-III foram aplicadas em ECCa. CTA-IV, CTA-V ¢
CTA-VI foram aplicadas em uma solugdo de proteina pura (SPP) preparada com PspA4Pro
previamente purificada (FIGUEIREDO et al., 2017). CTA-VIL, CTA-VIII e CTA-IX foram
aplicadas em ECCg. Todas as corridas cromatograficas foram realizadas usando 70 mL de
resina Q-Sepharose FF empacotada em uma coluna XK 26/20 que foi instalada em um
cromatoégrafo Akta Avant 150 (Instituto Butantan). Todos os materiais cromatograficos foram
fornecidos pela GE Healthcare (EUA). A vazio linear utilizada foi de 2,50 mL.min 'cm™
(13,5 cm®min™"). O tampdo de equilibrio foi preparado com fosfato de sédio 10 mM (pH 6,5 e
condutividade de 1,2 mS.cm™). O pH e a condutividade das amostras ECCa, ECCg e SPP
foram ajustados para os mesmos valores de pH e condutividade do tampao de equilibrio. Trés
tampdes de eluicdo foram preparados. O primeiro foi denominado Q: e apresentou a menor
forca i6nica, com 150 mM de NaCl. O segundo foi denominado Q> e apresentou uma forga
i0nica média, com concentracdes de NaCl que variaram entre 250 mM e 350 mM. O terceiro
foi denominado Q3 e apresentou a maior for¢a idnica, com 1000 mM de NaCl. As
caracteristicas de Qi, Q2 ¢ Q3 das CTAs podem ser visualizadas em detalhes na Tabela 5.1.
Todas as cromatografias foram realizadas de acordo com as seguintes etapas: (i) aplicagdo de
5 volumes de coluna (VC) do tampao de equilibrio; (ii) aplicagdo das amostras ECCa, ECCg

ou SPP; (iii) aplicagdo de 5 VC do tampao de equilibrio para remog¢do de moléculas ndo
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adsorvidas pela resina ap6s a introdugdo da amostra; (iv) aplicagdo sequencial de 5 VC dos

tampoes de elui¢do Qi, Q2 € Qs.

De acordo com FIGUEIREDO et al. (2017), a PspA4Pro deveria ser eluida na
fracdo Q2, juntamente com um conjunto de outras impurezas proteicas. Os resultados do
capitulo 3 mostraram que a PspA4Pro e esse conjunto de proteinas apresentaram diferentes
perfis de eluicdo no pico Q2, uma vez que o tempo de permanéncia de PspA4Pro na coluna é
menor. Assim, para obter mais informagdes sobre o perfil cromatografico deste pico, as
eluigdes Q2 das amostras ECCg foram fragmentadas em dez subfragdes de 0,5 VC, conforme

ilustrado pela Figura 5.1.

Tabela 5.1. Descrigdo das amostras de entrada e definicdo dos perfis de eluicdo Qi, Q2 e Q3
para as cromatografias de troca anionica (CTA) I a IX realizadas em coluna Q-Sepharose de
70 mL.

Amostra Perfis de eluicao de NacCl
CTA Descricao
Entrada de Q;, Q; e Q; (mM)
1 ECC, Extrato celular clarificado obtido de células 150, 300, 1000
1] ECCA nao produtoras de PspAdPro cultivadas a 150, 250, 1000
m ECC, 37 ©C com indugéo por lactose 150, 350, 1000
v SPP 150, 300, 1000
v SPP Amostra de PspAdPro pura 150, 250, 1000
Vi SPP 150, 350, 1000
Vil ECCg Extrato celular clarificado obtido de células 150, 300%, 1000
Vil ECCg produtoras de PspAdPro cultivadas a 150, 250%, 1000
IX ECCgy 37 =C com inducéo por lactose 150, 350%, 1000

ECC: Extrato celular clarificado
SPP: Solugdo pura de PspA4Pro

*Essas fragdes foram fragmentadas em dez subfragdes de 0,5 VC, como representado pela Figura 5.1.
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Figura 5.1. Representagdo do perfil de eluigdo Q2 para os experimentos realizados com ECCk.
O volume total eluido foi dividido em dez subfra¢Ses, cada uma com 0,5 volume de coluna.

5.3.3. Quantificaciio de proteinas e determinacio de pureza de PspA4Pro

Aliquotas de 10 mL de ECCa, ECCg, Q1, Q2 ¢ Q3 foram coletadas durante cada
CTA executada. Os volumes totais dessas fra¢cdes foram medidos ¢ as concentragdes totais de
proteinas foram determinadas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951), permitindo
calcular a massa total de proteinas (MTP) de cada amostra. A pureza (P) de PspA4Pro foi
determinada por andlise densitométrica das bandas obtidas usando SDS-PAGE a 12%
contendo 2-mercaptoetanol (LAEMMLI et al., 1970). Foi empregado um densitdmetro
Bio-Rad GS-800 calibrado. As imagens foram analisadas usando o software /mage Lab v. 6.0.
A pureza relativa de PspA4Pro foi calculada como a porcentagem da banda identificada em
relagdo a soma das densidades de todas as outras bandas de proteinas observadas

(FIGUEIREDO et al., 2017).

Os mesmos procedimentos analiticos descritos acima foram aplicados a cada
subfragdo “i” obtida pelos subfracionamentos de Q2> em CTA-VII, CTA-VIII ¢ CTA-IX,
fornecendo os valores de MTP; e Pi. Nesses casos, MTP ¢ P das fragdes completas de Q2
foram calculados de acordo com as equagdes 5.8 ¢ 5.9. A recuperacdo de PspA4Pro (REC))

também foi calculada para cada subfracdo, como mostra a equagdo 5.10, ¢ a recuperagdo
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global de PspA4Pro (G-REC) foi calculada por uma relagdo entre as massas de PspA4Pro na

fracdo Q2 e na solugdo de entrada (ECCg), conforme descrito pela equacdo 5.11.

10
MTP=)_ MTP,
i=1 (5.8)
10
> MTP,.P,
p: i=1
MTP (5.9)
REC = MTP,.P,
MTP.P (5.10)
MTP.P
G—-REC=
MTPECC,,'pECC,, (5.11)

Perfis de eluigdo alternativos poderiam ser obtidos se as subfracdes subsequentes
fossem misturadas, fornecendo pools de proteinas com purezas e recuperacdes médias. As
Equagdes 5.12 e 5.13 mostram como as recuperagdes ¢ as purezas de PspA4Pro foram

calculadas para esses pools alternativos compostos por N subfragdes.

N
> MTP,.P,
- MTP.P (5.12)
.
> MTP,.P,
pl:.\‘_ l:1\
> MTP,
i=1 (5.13)

Como o fluxo da fase movel era conhecido, também foi possivel calcular o tempo
de eluigdo (t;) para cada subfragdo “i”. Assim, o tempo total de eluicdo (At) de um perfil de
eluigdo alternativo com N elementos foi calculado como exposto na equacdo 5.14, e as
equacdes 5.12 e 5.13 foram entdo representadas nos formatos das equagdes 5.15 e 5.16, onde

"t" variou de 0 a At com intervalos de t;. Numa situagdo hipotética em que ti-ti.; = 0 € possivel
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dizer que a eluicdo Q: seriam dividida em 0 subfragmentos, sendo que 0 = oo. Entdo, as

equacdes 5.15 e 5.16 poderiam ser representadas nos formatos das equagdes 5.17 ¢ 5.18.

At=t,+t,+t;+...+ty

(5.14)
At
> MTP,.P,
REC. =&£%
S MTP.P (5.15)
At
> MTP,.P,
pO:At:(:?\x
> MTP,
t=0 (5.16)
| MTP(¢).P(t).dt
REC(t)==
MTP.P (5.17)
| MTP(t).P(t).dt
P(t)=—
| MTP(¢).dt
0 (5.18)

5.3.4. Modelagem e simulagiao

Os procedimentos para modelagem e simulagdo da CTA foram executados no
software EMSO™ (Environment for Modeling Simulation and Optimization), um simulador
orientado a equagdes (SOARES e SECCHI, 2003). Foram utilizadas as equacdes da isoterma
de agdo em efeito estérico (SMA) e do modelo do equilibrio dispersivo (MED). As derivadas
espaciais foram aproximadas pelo método das diferengas finitas, com 200 elementos, ¢ as
derivadas de tempo foram resolvidas pelo simulador utilizando um solucionador de uso geral

para sistemas de equacdes diferenciais-algébricas de alta complexidade.
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A) Estimativas de pardmetros de PspA4Pro e das impurezas proteicas

A primeira caixa da Figura 5.2 mostra como os parametros foram estimados. De
acordo com a etapa 1, os parametros fixos do sistema foram medidos ou fornecidos. Os
parametros L e u foram obtidos a partir de condigdes de operacdo do sistema. Os parametros
N: e er foram determinados experimentalmente, utilizando um pulso de 0,5 mL de acetona a
1% (v.v') diluida em é4gua ultrapura, a uma vazio de 2,71 mL.min"'. O nimero de pratos
teoricos (N¢) foi calculado usando a Equagdo 5.3, enquanto er foi determinada usando as
Equacgdes 5.4 e 5.5. O parametro A da isoterma SMA para a resina Q-Sepharose foi fornecido

por HUUK et al. (2014).

De acordo com o passo 2, CTA-I, CTA-II e CTA-III processaram o ECCa ¢ os
dados obtidos foram utilizados para estimar os parametros dos pools de proteinas eluidas em
Q1, Q2 e Q3. Um total de quatro picos foram identificados em cada cromatografia. Dois
(chamados 1-I e 1-II) para a eluicdo Q1 e dois (chamados 2 e 3) para as elui¢des Q2 e Qs. Para
fins de modelagem e simulacdo, foi considerado que cada pico era composto por um grande
numero de proteinas desconhecidas e distintas, mas que apresentavam a mesma afinidade
quimica com a resina Q-Sepharose, uma vez que foram eluidas juntas. Assim, cada pico foi

[13%2]
1

associado a um pool de “i” proteinas com caracteristicas quimicas particulares (CHAN et al.,
2008). Em todas as simulagdes, a resina cromatografica foi considerada inicialmente limpa,
com todos os sitios ativos ligados ao contra ion padrao. As concentracdes de entrada (cic) de

[13%2]
1

cada um dos pools de proteinas no ECCx foram fornecidas, uma vez que as massas de
proteinas de cada eluigdo foram medidas durante o experimento e o volume de ECCa também
era conhecido. Para a eluigdo Qi, uma vez que os pools 1-I e 1-II foram eluidos na mesma
fracdo, a massa de cada pool particular foi baseada na area obtida por cada pico no
cromatograma. Os valores de condutividade e absorvancia a 280 nM fornecidos pelo software
foram transformados em concentracdes de NaCl e proteinas totais, respectivamente. Uma
curva padrdo construida com diferentes concentragcdes de NaCl foi usada no primeiro caso.
Para a determinacdo da concentragdo de proteinas totais foi estabelecido um coeficiente geral
de extingdo molar para cada fracdo ecluida, de modo que a massa total de proteinas

quantificada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) fosse similar a massa total de

proteinas de cada pico cromatografico''. Os pardmetros da isoterma SMA (Kads,i, Kpes;i, Vi € i)

1O Apéndice B explica de forma detalhada as estratégias utilizadas para disponibilizar os dados de
condutividade e absorbancia (280 nM) em forma de concentragdes de NaCl e proteinas.
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dos pools proteicos 1-I, 1-1I, 2 e 3 foram estimados a partir dos dados experimentais de

CTA-1, CTA-II e CTA-III pela estratégia de validagio cruzada'?.

Os mesmos procedimentos descritos acima também foram utilizados para estimar
os parametros de PspA4Pro a partir dos dados experimentais de CTA-IV, CTA-V ¢ CTA-VI,
conforme verificado na etapa 3 da Figura 5.2. Como esperado, apenas um pico foi
identificado nas elui¢cdes Q> dessas cromatografias (FIGUEIREDO et al., 2017), as quais
continham PspA4Pro com alta pureza. Nesse caso, o perfil de concentragcdo de proteina no

pico foi determinado pelo coeficiente de extingdo molar da PspA4Pro (ExPASYy).

B) Simulacées e validagoes experimentais

A segunda caixa da Figura 5.2 mostra como a CTA foi simulada e validada
experimentalmente com células produtoras de PspA4Pro. De acordo com a etapa 4, a
CTA-VII foi realizada conforme descrito pela secdo 5.3.2 e Tabela 5.1. As subfragdes de
eluicdo de Q, foram analisadas como descrito pela secdo 5.3.3 ¢ MTP; e P; foram
quantificadas. As variaveis RECi.n e P1.v experimentais foram calculadas pelas equagdes 5.12
e 5.13 para os pools alternativos de eluicdo com N variando de 2 a 6, uma vez que o pico
eluido foi observado nessas subfragdes (nenhuma proteina foi detectada nas subfracées 1 ¢ 7 a
10). Em seguida, a simulagdo de CTA-VII foi realizada como descrito pela etapa 5. Foram
fornecidos os valores dos pardmetros da isoterma SMA e cic da CTA-VII para os pools de
proteinas 1-1, 1-11, 2 ¢ 3 e PspA4pro. Uma vez que os parametros de PspA4Pro e dos pools de
impurezas proteicas foram acessados separadamente, foi possivel obter perfis de eluigdo
separados de PspA4Pro ¢ das demais proteinas também eluidas no pico Q2. Assim, o pico 2
simulado também foi dividido em dez subfragdes e as variaveis REC; e P;i simulados foram
calculadas usando os valores das areas de PspA4Pro e do pool de proteinas eluidas em cada
subfracdo fornecida pelas simulagdes. RECin e Pi.n simuladas foram calculadas pelas
equacdes 5.12 e 5.13 para os pools alternativos de elui¢des. Mais uma vez, N variou de 2 a 6,
pois nenhuma proteina foi detectada nas subfracdes 1 ¢ 7 a 10. A validagdo foi realizada
quando os valores experimentais e simulados de REC1:x e P1.n foram comparados, conforme

descrito pela etapa 6 .

12 A estratégia de validag@o cruzada foi descrita na se¢@o 4.2.7 do capitulo 4.
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Estimativa de parametros

Etapa 1

® Parametros fixos (L, u, Nt, eT e ) medidos ou fornecidos.

Etapa 2
® CTA-l, CTA-ll e CTA-lll realizadas com ECCa;

® Pools de proteinas 1-1, 1-ll, 2 e 3 identificados;
® (i determinado para os pools de proteinas;

® Parametros de SMA (Kads,i, Koes.i, vi, @) estimados para os pools de proteinas.

Etapa 3
® CTA-IV, CTA-V e CTA-VI executadas com solugao de PspA4Pro pura (SPP);

® Pico de PspAdPro identificado na eluicdo Qz;
® (. determinados para PspAdPro;

® Parametros SMA (Kads.i, Kpes,i, vi, @i) estimados para PspAdPro.
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Etapa 6
® Comparacao entre REC1n e Pin simulados e experimentais.

l Simulacédo e validacdo do modelo
Etapa 4 Etapa 5
i | ® CTA-VIl executada com ECCe; ® cie determinados para os pools de
: proteinas 1-1, 1-ll, 2 e 3 e PspA4Pro da
® FEluicao Q2 dividida em dez sub- CTA-VII:
: fracoes;
® Simulacao executada com os
: | ® RECyun e Pyn experimentais calculadas parametros SMA estimados;
: com N variando de 2 a 6.
® RECin e Pun simulados calculados com
N variando de 2 a 6.

Figura 5.2. Estratégia experimental utilizada para identificar os pardmetros do modelo e
simular a cromatografia de troca anidnica usando dados das corridas cromatograficas I a VII.
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C) Simulacoes dos perfis de eluicoes modificados e validacoes experimentais

A Figura 5.3 mostra como as condi¢des modificadas da eluigdo Q> foram testadas
na simulacdo de CTA-VII. De acordo com o passo 1, foram aplicadas diferentes
concentragdes de NaCl em Q», variando entre 250 e 350 mM , fornecendo as simulagdes
perfis de elui¢do alternativos para a PspA4Pro e o pool de proteinas do pico 2. Com essas
informagdes, foi possivel obter um perfil de REC(t) e P(t) em funcdo da concentragdo de
NaCl de Q2, como mostram as equagdes 5.17 ¢ 5.18. Em paralelo, de acordo com a etapa 2, as
CTA-VII e CTA-IX forneceram informagdes experimentais para avaliar algumas condi¢des
de operacdo sugeridas pelas simulagdes (consulte a Tabela 5.1). Para validacdo, as variaveis
RECo:at € Po.ar de CTA-VIII e CTA-IX foram calculadas pelas equagdes 5.15 ¢ 5.16 para os
pools alternativos de eluigdes com At variando de At(2) a At(6), uma vez que novamente foi
observado o pico eluido nas subfra¢cdes de 2 a 6. Como o tempo de aplicacdo de cada pool
alternativo era conhecido, foi possivel também comparar os dados experimentais RECq.a: €
Po.ac de CTA-VIII e CTA-IX com dados simulados REC(t) e P(t) de CTA-VII, conforme

descrito pela etapa 3.

Modelagem e simulagdo dos perfis de eluicdo modificados

Etapa 1 Etapa 2
® CTA-VIl simulada com variacdes nas ® CTA-VIIl e CTA-IX realizadas com ECCg;
concentracoes de NaCl em Q> (250 mM a
350 mM); ® RECp.ar e Po-ar experimentais calculados

com At variando de At(2) a At(6);
® Perfis de REC(t) e P(t) obtidos em funcdo
da concentracdo de NaCl em Q2.

Etapa 3
I ® REC(t) e P(t) obtidos das simulacdes de CTA-VII sdo
comparadas com RECo:at @ Po:at obtidas de CTA-VIII e CTA-IX

experimentais.

Figura 5.3. Estratégia experimental utilizada para simular o sistema a partir de variagdes na
concentracdo de NaCl em Q2 (250 mM a 350 mM). Os dados utilizados pertenceram as
cromatografias (CTAs) VII a IX.
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5.4. Resultados e discussio
5.4.1. Visao geral das cromatografias de troca aniénica

Os extratos celulares clarificados (ECC) e a solugdo de PspA4Pro pura (SPP) foram
obtidos de acordo com os procedimentos descritos pela Secdo 5.3.1. A seguir, foram
realizadas as cromatografias de troca anionica (CTA) I a IX e as amostras foram analisadas de
acordo com os procedimentos descritos pelas se¢oes 5.3.2 ¢ 5.3.3. A Tabela 5.1 mostra as
caracteristicas desses experimentos, incluindo informacgdes sobre a massa total de proteinas

(MTP) e a pureza para os diferentes materiais de partida e as fragdes Q1, Q2 e Qs.

Tabela 5.2. Caracteristicas dos materiais de partida e dos perfis de elui¢do (Q1, Q2, ¢ Q3) para
as corridas cromatograficas (CTA) I a IX.

Materiais de partida Eluicao Q1 Eluicao Q: Eluicao Q;
— Amostra MTP Pureza Volume MTP Pureza MTP Pureza MTP Pureza
(g) (%) (mL) (9) (%) (g) (%) (9) (%)
I 4,7 0,0 - 433 0,74 = 0,00 - 0,38 £ 0,02 - 0,064 + 0,009 -
1] ECC, 4,7 +0,0 - 433 0,63 + 0,04 - 0,35 = 0,00 - 0,069 + 0,002 -
1 4,7 £ 0,0 - 433 0,56 + 0,02 - 0,40 = 0,00 - 0,028 + 0,001 -
v 0,67 + 0,02 96 350 - - 0,51 +0,00 96 - -
\") SPP 0,67 = 0,01 95 350 - - 0,42 +0,00 95 - -
Vi 0,67 + 0,03 96 350 - - 0,58 £0,01 96 - -
Vil 4,4 +0,2 44.4 433 0,081 £ 0,003 7,0 0,63 +£0,01 78,4 0,57 = 0,01 0
Vil ECCs 4,4 +0,2 45,4 433 0,026 + 0,002 11,7 0,87 +0,04 88,9 1,31 + 0,03 0
X 4,4 +0,2 46,2 433 0,132 £ 0,006 13,7 0,60 +£0,03 80,1 0,34 £ 0,03 0

MTP: Massa total de proteinas
ECC: Extrato celular clarificado

SPP: Solugdo pura de PspA4Pro

Comparando as condi¢des de entrada de CTA-I a CTA-IX, pode-se observar que o
ECCa apresentou uma quantidade maior de MTP (4,7 g x 3) em comparagdo com o ECCg
(4,4 g x 3), apesar da mesma quantidade de células (100 g) ter sido lisada em ambos os casos.
Um comportamento semelhante foi observado no capitulo 3, no qual foram obtidos 28,45 g de
MTP para células ndo produtoras de PspA4Pro contra 9,54 e 12,23 g para células produtoras
de PspA4Pro.
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As purezas das solugoes de ECCa nao foram medidas, pois eram compostas por um
conjunto de proteinas sem PspA4Pro. A pureza média das solugdes SPP foi de 95,7 + 0,6,
semelhante aos valores obtidos por FIGUEIREDO et al., 2017. A pureza média do ECCs foi
de 45,3 £ 0,9, indicando um aumento quando comparada com as purezas dos extratos do
capitulo 3, os quais apresentaram valores de 36,0% e 12,6% para fragdes provenientes de
células cultivadas em batelada, mas induzidas de diferentes formas: com lactose (27 °C) e
IPTG (37 °C), respectivamente (CAMPANI et al.,, 2016; CAMPANI et al, 2015).
FIGUEIREDO et al. (2017) relataram uma pureza média de 50,36 + 7,1 para fracdes de ECC
provenientes de células cultivadas em reatores em batelada e batelada alimentada (CAMPANI
et al., 2016; HORTA et al., 2012), em ambos os casos usando lactose para inducdo. Este maior
desempenho de pureza para células cultivadas com indugdo por lactose pode ser explicado
pela assimilagdo metabolica mais lenta desse nutriente quando comparado com IPTG
(HEYLAND et al., 2011; LOPES et al., 2019). Além disso, temperaturas mais altas de cultivo
também contribuem para aumentar o metabolismo das células. Assim, espera-se que células
cultivadas com IPTG em temperaturas mais altas (37 °C) crescam mais rapidamente e
fornegcam maior produtividade de PspA4Pro, mas em contrapartida uma quantidade maior de
contaminantes ¢ produzida em paralelo, o que dificulta os processos de purificacdo
subsequentes. Por outro lado, células cultivadas com lactose em temperaturas mais baixas (27
°C) apresentam menor produtividade de PspA4Pro, mas uma menor quantidade de impurezas

proteicas ¢ produzida.

Da comparag@o entre as eluigdes Q> para CTA-I a CTA-IX, ¢ possivel observar que
a MTP média de CTA-I, CTA-II e CTA-III ¢ de 0,38 + 0,03, enquanto CTA-VII, CTA-VIII ¢
CTA-IX apresentaram uma MTP média mais alta de 0,70 = 0,15, indicando que a PspA4Pro
foi eluida nestes casos, o que aumentou a concentragdo de proteinas na amostra ¢
proporcionou uma recuperacdo global (G-REC) em torno de 30 a 32%. CTA-IV, CTA-V ¢
CTA-VI apresentaram uma MTP média de 0,50 £ 0,08 com 95-96% de pureza,
proporcionando um G-REC em torno de 70 a 75%. Nestes ultimos casos, a recuperagdo de
PspA4Pro foi maior, uma vez que cargas menores de proteina (0,67 g) com solucdo de
PspA4Pro pura (SPP) foram processadas pela coluna, reduzindo a competi¢do pelos sitios
ativos da Q-Sepharose. FIGUEIREDO et al. (2017) obtiveram uma recuperacdo de 66% nesta
etapa. Nesse caso, o melhor desempenho pode ser explicado pelo maior volume da coluna XK

50/30 (em torno de 250 mL), aumentando também a quantidade de sitios ativos disponiveis.
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Nao foram observadas MTP nas elui¢cdes Qi ¢ Qs de CTA-IV, CTA-V e CTA-VI,
pois SPP foi purificada nesses casos e toda a PspA4Pro foi eluida na fracdo Q.. A analise das
fracdes Qi e Q3 de CTA-I, CTA-II e CTA-III mostra que uma quantidade significativamente
maior de MTP foi eluida para as fragdes Qi quando comparadas com Q3 (0,64 £+ 0,09 contra
0,05 £+ 0,02). Um comportamento oposto foi observado para CTA-VII, CTA-VIII e CTA-IX,
as quais produziram 0,08 + 0,05 de MTP para Q; contra 0,74 = 0,51 para Qs. Essas diferencas
entre os perfis de proteinas eluidas podem ser mais uma vez explicadas pelas diferencas
genéticas entre as células A e B, o que faz com que apresentem rotas metabolicas diferentes e,
consequentemente, diferentes perfis de proteinas no interior das células, gerando
modificagdes nos ECCs. Quando as fragdes Q3 de CTA-I, CTA-II e CTA-III sdo comparadas,
¢ possivel observar que a MTP ¢é inversamente proporcional a forca idnica utilizada na elui¢io
de Q2, indicando que forgas iOnicas mais altas das elui¢gdes Q2 removeram mais impurezas
proteicas, deixando menos impurezas a serem removidas pela terceira eluicdo (Qs). Um
comportamento semelhante e ainda mais claro é observado para as fragdes Qs de CTA-VII,
CTA-VII e CTA-IX. Esses resultados mostram mais uma vez que forgas idnicas mais altas
nas fragdes Q2 tendem a eluir mais impurezas proteicas além de PspA4Pro, reduzindo a

pureza como ja foi indicado.

5.4.2. Estimativa de parametros e simula¢io da cromatografia de troca aniénica

Esta secdo mostra como os parametros de SMA foram estimados e como o modelo e
a simula¢@o foram realizados, conforme foi descrito pela Secdo 5.3.4. e Figura 5.2. A Tabela
5.3 apresenta os parametros fixos e as condi¢des iniciais utilizadas na modelagem, onde qi(i-ny
€ Ci-Ny Sa0 as concentragdes iniciais de proteinas para em cada prato tedrico nas fases
estacionaria e movel, respectivamente, L e u sdo parametros fixos fornecidos pelo sistema, ¢

et ¢ N; foram determinados conforme descrito pela Segdo 5.2.1.
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Tabela 5.3. Condigdes iniciais e parametros fixos utilizados para simular o processo de
cromatografia de troca anidnica.

Nome do parametro Simbolo Unidade Valor
Proteinas adsorvidas iniciais Qi(1-nt) (g.mL?) 0
Proteinas nao adsorvidas iniciais Gi(1-Nt) (g.mL?) 0
Altura do leito cromatografico L (cm) 13
Velocidade da fase movel u (cm.s?) 0,042
Porosidade total da resina € - 0,75
NUmero total de pratos tedricos Nt - 190
Capacidade de saturacao da resina® A (mol.L?) 2,15

A Fornecido por HUUK et al., 2014

Os parametros de SMA foram fornecidos na Tabela 5.4. Eles foram estimados com
os dados de CTA-I, CTA-II e CTA-III para os picos observados 1-I, 1-II, 2 e 3, cada um
representando um pool de proteinas com afinidades quimicas semelhantes a resina; ¢ com o0s
dados de CTA-IV, CTA-V e CTA-VI para o pico 2, que nesses casos eluiram somente
PspA4Pro.

Tabela 5.4. Parametros estimados da isoterma de ag¢do em efeito estérico (SMA) para os pools
de proteinas (1-1, 1-1I, 2 e 3) das cromatografias de troca anidénica CTA-I, CTA-Il e CTA-IIl e
para a PspA4Pro eluida nas corridas CTA-IV, CTA-V e CTA-VL

Kads Kpes KEq v a
Proteinas
(mL.gls!) (mL.gtlsl)
Pool 1-| 0,0013 0,0056 0,24 1,07 2,5
Pool 1-II 0,0008 0,0034 0,24 0,87 41,7
PspA4Pro 0,0047 0,0062 0,75 1,26 6,3
Pool 2 0,0062 0,0050 125 131 151.4
Pool 3 0,0054 0,0030 1,82 1,5 169,2

*Kgq representa a constante de equilibrio (Keq = kadgs-kpes!)

Os parametros de SMA se mostraram adequados para descrever os modelos
matematicos, uma vez que as proteinas com maior afinidade com a resina (Pools 2 e 3)
tenderam a apresentar maiores constantes de adsorcdo (kadsi) € menores constantes de

dessor¢do (kpes,i). O oposto foi observado para as proteinas com menor afinidade pela resina
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(Pools 1-1 e 1-1I), explicando o menor tempo de residéncia na coluna. Quando Kgq ¢ analisado,
nota-se um comportamento crescente de acordo com o tempo de residéncia das proteinas na
coluna, Kgqia = Kggi < Kegqpspaspro <Kgq2 < Kgg3, mais uma vez destacando a maior
afinidade das proteinas que apresentaram maiores tempos de residéncia. No capitulo 3 foram
relatados valores de 0,16, 0,35, 0,65 e 4,42 para Kgq,1-1, Kgg1-11, Keg2 € Kgq3, respectivamente.
Esses valores variaram um pouco em relagdo aos apresentados nesse momento, uma vez que
as células de E. coli de ambos os casos sdo geneticamente diferentes e foram cultivadas em
condigdes distintas, o que levou a produgdo de proteinas com diferentes caracteristicas
quimicas. Alguns outros trabalhos relataram valores de Kgqi variando de 0,01 a 13 (KARKOV
et al., 2013; HUUK et al., 2014; FARAIJI et al., 2015). Quando Kggpspaspro € comparado com
Kgq,2 (0 conjunto de proteinas eluidas no mesmo momento) € possivel inferir que o tempo de
residéncia de PspA4Pro ¢ menor, uma vez que Kggpspaspro < Kgg2. O capitulo 3 relatou um
valor de Kggpspasrro de 0,83, semelhante ao valor encontrado neste estudo (0,75). Essa
similaridade é esperada, ja que em ambos os casos foram utilizadas SPP com caracteristicas
semelhantes nas cromatografias. Os valores de vi tenderam a ser mais altos para proteinas que
apresentaram maiores tempos de residéncia na coluna, o que faz sentido, uma vez que essas
proteinas apresentam um maior nimero de sitios ativos com a resina. Trabalhos recentes
relataram valores de vi variando entre 0,06 e 3,0 (KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014;
FARAIJI et al., 2015; capitulo 3). Os valores de o; apresentaram diferentes ordens de
magnitude, variando entre 2 e 170. Esse comportamento também foi observado no capitulo 3.
Uma diferenca ainda maior foi observada por FARAJI et al. (2015), relatando valores de 1283
e 0,16 para adsor¢do de lactoperoxidase e lactoferrina em SP-Sepharose.

A Figura 5.4 mostra os perfis experimentais e simulados de CTA-I, CTA-II e
CTA-III utilizando os pardmetros das Tabelas 5.3 e 5.4. Quando os perfis do pico
intermedidrio sdo comparados para cada CTA, ¢ possivel observar que a forga idnica mais
intensa (350 mM de NaCl) forneceu um pico mais estreito (CTA-III, grafico “c”), enquanto a
for¢a idnica menos intensa ( 250 mM de NaCl) proporcionou um pico mais amplo (CTA-II,
grafico “b”). Um pico com largura intermediaria (CTA-I) foi produzido quando uma forga
idnica intermediaria (300 mM de NaCl, grafico “a”) foi aplicada. Esse comportamento ¢
esperado, uma vez que maiores forgas idnicas aumentam a competicdo de NaCl com a
proteina na ligacdo dos sitios ativos de Q-Sepharose, reduzindo o tempo de residéncia da
proteina na coluna. Através da analise da Figura 5.4, é possivel observar que o perfil completo

comentado acima foi representado com sucesso pela simulagao.
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Figura 5.4. Comparagdes entre as cromatografias de troca anionica CTA-I, CTA-II e CTA-III
experimentais (linhas so6lidas) e simuladas (linhas pontilhadas) representadas nos quadros
“a)”, “b)” e “c)”, respectivamente: Os experimentos foram realizados com extrato celular
clarificado (ECC) do cultivo A (células ndo produtoras de PspA4Pro cultivadas a 37 °C, com
inducdo por lactose). Os primeiros e ultimos picos de todas as corridas foram obtidos pela
aplicagdo de 5 VC de eluigdes com 150 ¢ 1000 mM de NaCl, respectivamente. Os segundos
picos foram obtidos pela aplicacdo de 5 VC de eluigdes com 300, 250 e 350 mM de NaCl,
respectivamente.
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Figura 5.5. Comparag@o entre os cromatogramas experimentais (linhas solidas) e simulados
(linhas pontilhadas) das cromatografias de troca anidnica CTA-IV, CTA-V e CTA-VI: Os
experimentos foram realizados com solugdo de PspA4Pro pura (SPP). As primeiras e ultimas
eluigdes ndo foram detectadas. As segundas eluigdes foram obtidas pela aplicagdo de 5 VC de
solugdo com 300, 250 ¢ 350 mM de NaCl, respectivamente.
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A Figura 5.5 mostra o perfis experimentais e simulados de CTA-IV, CTA-V e
CTA-VI usando os parametros de PspA4Pro das Tabelas 5.3 ¢ 5.4. Como nao foi observado
MTP para o primeiro e o ultimo pico (consulte a Tabela 5.2), apenas o segundo pico foi
identificado. Através de andlise da Figura 5.5 ¢ possivel verificar que o perfil completo de
PspA4Pro foi simulado com sucesso. A Figura 5.6 mostra os dados experimentais de CTA-VII
e os resultados para as simulagdes realizadas usando os parametros fornecidos nas Tabelas 5.3
e 5.4. A Tabela 5.5 faz uma comparagdo entre os tempos médios de residéncia e as
concentragdes méximas de proteina (Cpmax) dos cromatogramas experimentais e simulados. E
possivel notar que o pico 2 apresentou os menores desvios padrdes entre dados experimentais
e simulados tanto para o tempos de residéncia quanto quanto para Cpmax, 0 que indica a
qualidade da simulagdo, ja que esse é o pico que elui PspA4Pro. Maiores desvios padrdes de
Cpmax foram encontrados nos picos 1-1, 1-1I e 3. Esse comportamento é esperado, uma vez que
os parametros de SMA dos pools de proteinas foram estimados por células ndo produtoras de
PspA4Pro (CTA-I, CTA-II e CTA- III), enquanto o ECC de CTA-VII foi obtido por células
produtoras de PspA4Pro (ECCsg). Essas diferengas entre as células de ECCa e ECCg podem
levar a pools de proteinas contendo diferentes tipos impurezas proteicas. Essas condi¢des
aliadas aos erros dos procedimentos analiticos (Lowry e SDS-PAGE) foram provavelmente os

principais fatores responsaveis por esses desvios.

14
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Figura 5.6. Comparagdo entre os cromatogramas experimentais e simulados de CTA-VIIL. Os
dados experimentais foram obtidos com extrato celular clarificado (ECC) do cultivo B
(células produtoras de PspA4Pro induzidas por lactose a 37 © C). A simulagdo foi realizada
considerando as MTPs e purezas informadas na Tabela 5.2 (CTA-VII), as condi¢des iniciais ¢
parametros fixos da Tabela 5.3 e os parametros estimados da Tabela 5.4 para todos os pools de
proteinas e PspA4Pro.
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Tabela 5.5. Comparagdo dos tempos de residéncias e concentragdo maxima de proteinas
(Cp.max) para os picos 1-I, 1-II, 2/PspA4Pro e 3 dos cromatogramas experimentais e simulados
de CTA-VIL

Pools de proteinas 1-1 1-1 2/ PspA4Pro 3

Experimental 117.4 122,1 146,1 174,3

Tempo de residéncia (min) Simulado 119,0 1235 146,0 1700
Desv. Pad. (%) 1,0 0,8 0,0 1.3

Experimental 0,37 0,66 9,35 12,69

Cp.max (mg.mL1) Simulado 0,24 0,35 8,87 10,74

Desv. Pad. (%) 24,8 53,2 30 10,9

Tabela 5.6. Valores experimentais e simulados de recuperagdes (RECi.N) e purezas (Pi.n) de
CTA-VII seguidos pelos valores experimentais de recuperagdes (RECo.a¢) e purezas (Po:ar) de
CTA-VIII e CTA-IX para os perfis de elui¢des alternativos compostos por N subfragdes.

N 2 3 4 5 6
Perfil de eluicao alternativo

At (min) 570 8,6 11,4 14,25 17,1
, REC:.y (%) 25,2 83,0 983 100,0 100,0

CTA-VII experimental
Py (%) 84,7 859 849 833 78,4
, REC,.n (%) 45,5 878 993 9958 99,9

CTA-VIl simulado

P1.n (%) 92,3 88,0 820 791 78,5
, RECq.at (%) 12,2 47,0 80,3 93,7 100,0

CTA-VIIl experimental
Po.at (%) 76,2 84,1 88,8 89,0 88,9
. RECp.at (%) 42,6 92,2 98,8 99,8 100,0

CTA-IX experimental
Po.at (%) 80,3 82,7 815 806 80,1

* At representa o tempo de elui¢do para de perfil de eluicdo alternativo, com N variando de 2 a 6.

* Perfis de eluigdo alternativos de CTA-VIII e CTA-IX serdo comentados na segdo 5.4.3.
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A Tabela 5.6 faz uma comparagio entre os perfis de eluicdo alternativos do pico 2
(experimentais e simulados), os mesmos mostrados na Figura 5.6. Primeiro, os valores
experimentais e simulados de MTP; e P; foram calculados de acordo com as se¢des 5.3.3 e
5.3.4.B, respectivamente. Em seguida, os perfis de eluicdo alternativos foram propostos para
N variando de 2 a 6. Para cada At, RECi.y e P1.n experimentais e simulados foram calculados

pelas equagdes 5.12 e 5.13, respectivamente.

Quando os perfis de elui¢do alternativos experimentais de CTA-VII sdo analisados,
¢ possivel observar que quando N = 2 uma pequena recuperagdo (RECi2) é obtida, mostrando
que MTP, apresenta um baixo valor. Quando N =3, REC;.3 aumenta consideravelmente ¢ P13
aumenta pouco, mostrando que MTP; e P; apresentam valores maiores que MTP> e P».
Quando N varia de 3 a 6, observa-se que RECi.x ainda aumenta, mas Pi.n passa a diminuir
consideravelmente. Esse comportamento ¢ esperado, uma vez que a PspA4Pro elui no inicio
do pico, enquanto que o pool de impurezas proteicas tende a eluir posteriormente. Como a
MTP completa foi eluida entre as subfracdes 2 a 6, Pi.¢ apresenta um valor semelhante a
pureza média do pico 2 exposto na Tabela 5.2, referente a CTA-VII (78,4%). A partir da
analise experimental de P1.n, espera-se portanto a seguinte relacdo entre Pi: P, <P3 > P4 >Ps>
Ps, a qual pode ser verificada nas imagens de SDS-PAGE das subfragdes 2 a 6 expostas na
Figura 5.7. Os perfis de eluicdo alternativos simulados de CTA-VII ndo detectaram o
comportamento da pureza experimental na transi¢do entre N =2 ¢ N = 3, uma vez que no caso
experimental Pi.3 > P12 e no caso da simulacdo P13 < P12, Apesar disso, a estratégia de
modelagem e simulagdo proposta fornece uma boa descricdo do perfil de PspA4Pro e do
conjunto de proteinas eluidas na cromatografia, uma vez que a simulagdo detectou de forma
adequada o aumento nas recuperagdes, RECi.n, quando N variou de 2 a 6, e a reducdo nas
purezas, Pi.n, quando N variou de 3 a 6, deixando claro novamente que PspA4Pro elui antes.
Além disso, a maioria dos valores simulados e experimentais de RECin e Pi:n foram

semelhantes.
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Figura 5.7: Géis SDS-PAGE do extrato celular clarificado (ECCg) que apresentava PspA4Pro
recombinante junto com outras proteinas e dos subfragmentos 2 a 6 da elui¢ao Q> de CTA-VIL
MM) Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 1) ECCg obtido por células produtoras de
PspA4Pro cultivadas a 37 °C com indugdo por lactose. 2) subfragmento 2 de Q.. 3)
subfragmento 3 de Q.. 4) subfragmento 4 de Q.. 5) subfragmento 5 de Q.. 6) subfragmento 6 de

Q.

5.4.3. Simulacoes e validagoes experimentais dos perfis de eluicio modificados

Esta secdo mostra como a simulagdo foi empregada para avaliar modificagdes nos
perfis de elui¢do Q> em um conjunto de CTAs virtuais, possibilitando a identificagdo de
condi¢cdes de operacdo mais promissoras. As condigdes iniciais (qie € Cic) € 0S parametros
estimados da CTA-VII foram mantidos. Em seguida, novas simulagdes foram realizadas
variando as concentra¢des de NaCl em Q; de 250 a 350 mM, conforme descrito pela segdo
5.3.4.C e Figura 5.3. A Figura 5.8 mostra como REC(t) e P(t), representados pelas equacdes
5.17 e 5.18, foram descritos nessas condi¢des. As Figuras 5.9 ¢ 5.10 fornecem separadamente
os mesmos dados de REC(t) e P(t) da Figura 5.8, mas em escalas diferentes para facilitar a
visualizagdo.

A andlise da Figura 5.9 mostra que a recuperacdo REC(t) reduz drasticamente apos
12 minutos de elui¢do, ¢ que uma recuperagao de 100% ¢ obtida apos 15 minutos (2,6 VC) da

aplicagdo da eluicdo Q para todas as concentragdes de NaCl simuladas. Além disso, também
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¢ possivel notar que em tempos menores de 15 minutos a variacdo da for¢a iOnica gera uma

intensa modificagdo no perfil de REC(t), j& que concentragdes mais altas de NaCl induzem a
formacg@o de perfis mais inclinados. Esse ¢ um comportamento esperado, uma vez que ja foi

demonstrado que eluigdes com maiores forgas idnicas produzem picos mais estreitos,

incrementando a variacdo de MTP(t) e REC(t), como mostra a equagdo 5.17.

De acordo com a Figura 5.10, foram observados dois perfis diferentes de P(t).

Quando o tempo ¢ menor que 5,5 minutos, P(t) aumenta com o tempo de elui¢do ¢ com a

concentracdo de NaCl de Q.. Quando o tempo de eluigdo é superior a 5,5 minutos, P(t)

diminui com o tempo e com a concentragdo de NaCl de Q2. A razdo para esse comportamento

pode ser melhor visualizada pelas simulagdes expostas na Figura 5.11, as quais descrevem

separadamente o perfil de PspA4Pro e do pool de impurezas proteicas eluidos por duas

concentragdes diferentes de NaCl: 250 mM e 350 mM. Quando os picos simulados sdo

avaliados antes de 5,5 minutos de elui¢do, observa-se um perfil de concentracdo maior de

PspA4Pro (350 mM) do que de PspA4Pro (250 mM), proporcionando uma maior pureza para
o primeiro caso. Quando o tempo ¢ fixado em 5,5 minutos, ¢ atingida a maior concentragao de

PspA4Pro (350 mM) (cerca de 9 mg.mL™"), enquanto a concentracio de PspA4Pro (250 mM)

ainda ¢ baixa (cerca de 5 mg.mL™! ). Apds 5,5 minutos, a concentragio de PspA4Pro (350 mM)
diminui abruptamente, reduzindo a pureza muito rapidamente. Para o caso de 250 mM, ha um

atraso na diminui¢ao da concentra¢do de PspA4Pro, a qual comega a ocorrer somente apos 7,5

minutos de eluigdo, seguido de uma diminui¢do da pureza em uma taxa menos intensa, uma
vez que o pico ¢ mais amplo. Assim, a pureza obtida por um pico de eluicdo de 250 mM reduz

de forma mais lenta quando comparada com o pico de 350 mM. Esse perfil pode ser
claramente visualizado na Figura 5.10, a qual representa uma rapida inversao de pureza (5,5

minutos) para eluigdes Q> com concentragoes mais altas de NaCl, enquanto que a inversdo ¢
menos intensa para as eluicdes Q» com concentragdes mais baixas de NaCl. Uma
interpretagdo adicional da Figura 5.11 também mostra que as eluigdes Q2 com concentra¢des
mais baixas de NaCl tendem a aumentar a distdncia entre os picos de PspA4Pro e do pool de

proteinas eluidas no mesmo momento, permitindo acessar subfragmentos mais puros, uma

vez que os picos sdo mais largos.
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Figura 5.8. Valores simulados das recuperagdes de PspA4Pro (linhas amarelas) e purezas
(linhas azuis) para os perfis alternativos de eluigdes baseados em varia¢des da forga idnica da
eluicdo central (250 mM a 350 mM).
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Figura 5.9. Valores simulados das recuperagdes de PspA4Pro REC(t) para os perfis
alternativos de eluigdes baseados em variagdes da forga idnica da eluigdo central (250 mM a
350 mM).
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Figura 5.10. Valores simulados das purezas P(t) para os perfis alternativos de elui¢des
baseados em variagdes da forga i6nica da elui¢do central (250 mM a 350 mM).
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Figura 5.11. Comparac@o dos cromatogramas simulados de CTA-VII quando concentragdes
de 250 mM e 350 mM sdo aplicadas em Q.. Para cada caso, picos de PspA4Pro e do pool de
proteinas eluidas no mesmo momento foram descritos separadamente.

As tendéncias dos perfis de eluigdo simulados representados nas Figuras 5.8 a 5.11
foram validadas executando CTA-VIII e CTA-IX, de acordo com o procedimento descrito
pela se¢do 5.3.1 e pela Tabela 5.1. As concentragdes de NaCl de Q2 nesses casos foram 250
mM e 350 mM, respectivamente. Os dados dessas corridas cromatograficas sdo mostrados na
Figura 5.12, onde é possivel se observar as diferencas entre os perfis dos picos Q2. Como
esperado, a CTA-VIII apresentou um pico Q» mais amplo que a CTA-IX. As Figuras 5.13 e
5.14 mostram as imagens SDS-PAGE das subfra¢des de Q» das CTA-VIII e CTA-IX,
respectivamente. Quando comparadas, é possivel observar que a PspA4Pro eluiu mais cedo
para CTA-IX (350 mM de NaCl) do que para CTA-VIII (250 mM de NaCl). Essa condic¢do foi

prevista pelas simula¢des da Figura 5.11.
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Figura 5.12. Comparag@o entre cromatogramas experimentais: CTA-VIII e CTA-IX realizados
com extrato celular clarificado (ECC) do cultivo B (células produtoras de PspA4Pro
cultivadas a 27 °C com inducdo por lactose). As elui¢des foram realizadas com 150 mM, 250
mM e 1000 mM de NaCl e 150 mM, 350 mM e 1000 mM de NaCl, respectivamente.

Os resultados da simulagdo também podem ser ratificados pelas eluigdes
alternativas experimentais de CTA-VIII e CTA-IX mostradas na Tabela 5.6. Quando os perfis
RECo:at sd0 comparados, maiores valores sdo observados para CTA-IX em todos os At.
Trata-se de um comportamento esperado, uma vez que foi demonstrado por simulagdes que as
eluigdes Q2 com concentragdes mais altas de NaCl fornecem picos mais estreitos, aumentando
a taxa de recuperagdo nesses casos. Quando os perfis Po.a sdo comparados para N =2 (e At=
5,70 min), Po.ac da CTA-IX ¢ maior que a da CTA-VIIL. Trata-se também de um
comportamento esperado, ja que nesse caso At é muito proximo a 5,5 minutos, referente a
regido da Figura 5.10 onde as purezas sdo maiores para as fracdes obtidas com maiores forgas
idnicas. Quando N > 2 (e At > 5,70 min) o limite de inversdo de pureza representado pela
Figura 5.10 € ultrapassado e, para todos os outros perfis de eluicdo alternativos, os valores de

Po:.arde CTA-VIII sdo maiores que os de CTA-IX.
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Figura 5.13: Géis SDS-PAGE do extrato celular clarificado (ECCg) que apresentava PspA4Pro
recombinante junto com outras proteinas ¢ dos subfragmentos 2 a 6 da eluigdo Q> de CTA-VIIL
MM) Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 1) ECCg obtido por células produtoras de
PspA4Pro cultivadas a 37 °C com indugdo por lactose. 2) subfragmento 2 de Q.. 3)
subfragmento 3 de Q.. 4) subfragmento 4 de Q.. 5) subfragmento 5 de Q.. 6) subfragmento 6 de
Q2.
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Figura 5.14: Géis SDS-PAGE do extrato celular clarificado (ECCg) que apresentava PspA4Pro
recombinante junto com outras proteinas e dos subfragmentos 2 a 6 da eluigdo Q, de CTA-IX.
MM) Marcador molecular contendo fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa), ovalbumina (45
KDa), anidro (30 KDa) e tripsina (20 KDa). 1) ECCg obtido por células produtoras de
PspA4Pro cultivadas a 37 °C com indugdo por lactose. 2) subfragmento 2 de Qz. 3)
subfragmento 3 de Q.. 4) subfragmento 4 de Q.. 5) subfragmento 5 de Q.. 6) subfragmento 6 de

Q.
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Uma vez que as simulagcdes demonstraram que concentragdes de NaCl menos
intensas aumentam os valores de P; em Q, ¢ possivel propor elui¢des alternativas para a
CTA-IX com finalidades de aumentar aumentar ainda mais a pureza final. Por exemplo, se os
subfragmentos 3 a 6 sdo selecionados, RECs¢ ¢ P36 sdo 85,8% e 91,0%, respectivamente,
representando um rendimento especifico relativo de 9,7 x 107 gpgpaspro.mLresin’'; se os
subfragmentos 4 a 6 sdo selecionados, REC4.¢ reduz para 50,3% ¢ P4.s aumenta para 93,7%,
representando um rendimento especifico relativo de 5.8 x 107 gpsaspro.mLresin’'; e se
somente os subfragmentos 4 e 5 forem selecionados, REC4.5 reduz para 43,9% e P4.s aumenta
para 94,5%, representando um rendimento especifico relativo de 5,1 x 10~ gpspaspro.mLresin™.
A eluigdo alternativa 3-6 representa um aumento de rendimento especifico e pureza de 149%
e 9,9% quando comparados aos valores obtidos no capitulo 3, cujos melhores valores
encontrados foram 3,9 x 1073

Comparando essa eluicdo com as obtidas por FIGUEIREDO et al (2017), que
produziram 7,1 x 10 gpspaspro.mL™! de resina com pureza de 65,2%, aumentos relativos de
35% e 39,6% para rendimento especifico e pureza, respectivamente, sdo observados. As
eluigdes alternativas 4-6 e 4-5 representam um aumento de rendimento especifico e pureza de
49% e 13,2% ¢ 30,7% e 14,1%, respectivamente, quando comparados aos valores relatados no

capitulo 3.

5.5. Conclusoes

Neste trabalho, uma abordagem ja desenvolvida anteriormente para lidar com a
separacdo de misturas complexas de proteinas foi aprimorada, representando uma importante
contribuicdo para a modelagem e otimizagdo da cromatografia de troca idnica. A abordagem
foi aplicada no processo de purificacdo de PspA4Pro, uma proteina recombinante presente em
extratos celulares de E. coli. A estratégia proposta se mostrou util para estimar separadamente
os parametros de PspA4Pro e das outras proteinas eluidas no processo. Os resultados das
simulagdes foram validados com sucesso através de cromatografias executadas em diferentes
forcas iOnicas, as quais processaram extratos celulares complexos obtidos por células
recombinantes produtoras de PspA4Pro. O modelo também foi capaz de detectar forgas
iOnicas mais apropriadas para eluir a PspA4Pro com menos impurezas, descrevendo com
detalhes o perfil de eluicdo de PspA4Pro e do pool de outras proteinas em diferentes regioes

do pico. Com essas informagdes, foi possivel identificar um perfil de elui¢do alternativo que
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proporcionou aumentos de rendimentos especificos ¢ purezas de PspA4Pro de 149% e 9,9%
quando comparados com a abordagem de simulagao do capitulo 3 e de 35% e 39,6% quando
comparado com o processo de purificagdo original. E importante destacar que o procedimento
descrito neste trabalho pode ser aplicado a cromatografia de qualquer tipo de mistura
complexa de proteinas, uma vez que os parametros do modelo podem ser determinados

separadamente para outras proteinas de interesse.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de tecnologias para a producdo de proteinas recombinantes ¢é
uma demanda presente em diversos nichos da biotecnologia. Nas ultimas décadas, os avangos
das técnicas de biologia molecular permitiram que células E. coli fossem utilizadas como
fabricas celulares, apresentando altas produtividades de proteinas de interesse industrial e
farmacéutico. Em paralelo, um esforco intensivo tem sido realizado no desenvolvimento de
processos de purificacdo. Diversos trabalhos ja abordaram a modelagem matematica e
simulagdo de cromatografias, objetivando aumentar a eficiéncia e reduzir custos do processo
Downstream. No entanto, poucos deles propuseram modelar misturas complexas de proteinas,
restringindo a aplicacdo dos modelos desenvolvidos em situagdes reais.

Neste contexto, o presente trabalho propds desenvolver estratégias para modelar ¢
simular processos cromatograficos utilizados para purificar misturas complexas de proteinas.
As metodologias foram desenvolvidas e aplicadas na etapa de cromatografia de troca anionica
do processo de purificacdo de PspA4Pro, uma proteina produzida por E. coli recombinante,
isenta de cauda de histidina, e utilizada como agente carreador na formulagdo de vacinas
conjugadas.

Em um primeiro momento, duas isotermas foram avaliadas para descrever a
adsor¢do de proteinas durante as cromatografias: a isoterma de Langmuir competitiva e a
isoterma de agdo em efeito estérico (“Steric Mass Action Isotherm’). Ambas se mostraram
eficientes para descrever os perfis de elui¢do, inclusive quando foram usados extratos
celulares clarificados obtidos a partir de biomassas geradas sob diferentes condi¢des de
cultivo e inducd@o. Para viabilizar a modelagem de misturas complexas, foi introduzida uma
estratégia que visava estimar separadamente os parametros de PspA4Pro e das impurezas
proteicas eluidas no mesmo momento. Como resultado pratico desta modelagem preliminar
foi identificado um modo alternativo de eluicdo que aumentou a pureza da PspA4Pro obtida
em 34,0%, em relacdo a condig¢do convencional de operagao.

Apesar do aumento da pureza, verificou-se que a simulag¢do apresentava alto
desvio devido a insuficiéncia de dados experimentais e a estratégia de estimativa de
parametros adotada. Assim, a evolu¢do do trabalho levou a incorporacdo de uma
metodologia de validacdo cruzada para ajustar o modelo a uma maior quantidade de dados
experimentais ¢ também tornar a validagdo mais robusta. As simulagdes possibilitaram a
obten¢do do perfil de distribuicdo da massa de proteinas no interior da coluna em diferentes

momentos da cromatografia, tornando possivel identificar condi¢des de processamento que
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permitiram dobrar o rendimento de PspA4Pro produzida em relagdo ao volume de resina, que
passou de 0,010 g.mL ' esina na estratégia convencional para 0,022 g.mL ' esina na condicio
aprimorada, sem redugdo de pureza.

Em uma ultima etapa, a metodologia de validacdo cruzada foi utilizada para
descrever separadamente os perfis de eluicdo de PspA4Pro e das impurezas proteicas eluidas
no mesmo momento, possibilitando incorporar os efeitos da variagdo da forga idnica das
eluigdes na pureza da PspA4Pro obtida. Foi detectado um aumento expressivo de pureza com
a reducdo da forca ionica. As simulagdes realizadas permitiram mapear os perfis de
recuperagdo ¢ pureza para uma grande variedade de combinagdes de forca i6nica em fungdo
do tempo, levando a identificacdo de condigdes de eluicdo que produziram PspA4Pro com até
94,5% de pureza, ou seja, praticamente alcancando os requisitos minimos exigidos pelos
orgdos reguladores (95%) em apenas uma etapa cromatografica. No processo convencional,
etapas adicionais de crioprecipitacdo ¢ cromatografia de troca catidnica sdo necessarias para
alcancar essa faixa de pureza. Neste contexto, ¢ importante observar que o potencial da
aplicagdo dos conhecimentos gerados no presente trabalho vai muito além da otimizac¢do da
etapa de cromatografia de troca anidnica em si, uma vez que os impactos se estendem ao
processo de purificagdo como um todo, com excelentes perspectivas de efetiva diminui¢do do
custo.

E ainda importante ressaltar que abordagem descrita neste trabalho ¢ inédita, ja
que a modelagem de cromatografias de misturas complexas ¢ um tema pouco explorado por
grupos de pesquisa devido a alta complexidade das operagdes envolvidas.

Em trabalhos futuros, sugere-se que seja realizada uma otimiza¢do no processo de
cromatografia estudado, incorporando aspectos operacionais e econdomicos. Além disso, €
importante destacar que os procedimentos de modelagem desenvolvidos nesta tese podem ser
aplicados a purificagdo de outras misturas complexas, desde que novas constantes de adsorgdo
sejam estimadas para as proteinas de interesse e as impurezas proteicas. Da mesma forma, o
processo de purificagdo pode ser expandido na plataforma EMSO, permitindo a incorporacio
de outras operagdes de downstream geralmente presentes na purificagdo de proteinas
recombinantes, possibilitando a criagdo de uma “Biorefinaria Virtual da Proteina

Recombinante”, uma ferramenta poderosa para a otimiza¢do dos processos de purificagdo.



154

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABCOMBI BIOSCIENCES INC. Abcombibio.com. Disponivel em:
<https://www.abcombibio.com/pneumococcal>. Acesso em: 10 maio 2018.

ALBARELLI, Juliana Q. et al. Multi-objective optimization of a sugarcane biorefinery for
integrated ethanol and methanol production. Energy, v. 138, p. 1281-1290, 2017.

ALMEIDA, Rafael N.; SOARES, Rafacl de P.; CASSEL, Eduardo. Fractionation process of
essential oils by batch distillation. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 35, n. 3,
p. 1129-1140, 2018.

ALONSODEVELASCO, E. et al. Streptococcus pneumoniae: virulence factors, pathogenesis,
and vaccines. Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 59, n. 4, p. 591-603, 1995.

ASSENBERG, Rene et al. Advances in recombinant protein expression for use in
pharmaceutical research. Current opinion in structural biology, v. 23, n. 3, p. 393-402,
2013.

BANERIEE, Ipsita; PAL, Siladitya; MAITI, Spandan. Computationally efficient black-box
modeling for feasibility analysis. Computers & Chemical Engineering, v. 34, n. 9, p.
1515-1521, 2010.

BARAZZONE, Giovana C. et al. Production and purification of recombinant fragment of
pneumococcal surface protein A (PspA) in Escherichia coli. Procedia in Vaccinology, v. 4, p.
27-35,2011.

BOGAERT, Debby et al. Pneumococcal vaccines: an update on current strategies. Vaccine, v.
22,n. 17-18, p. 2209-2220, 2004.

BORBA, Carlos Eduardo. Modelagem da remocio de metais pesados em coluna de
adsorcao de leito fixo. 2006. 163 f. 2006. Tese de Doutorado. Dissertagdo (Mestrado)—Curso
de Pos-graduagdo em Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas. Campinas.

BRACEWELL, D. G. et al. Impact of clarification strategy on chromatographic separations:
Pre processing of cell homogenates. Biotechnology and bioengineering, v. 100, n. 5, p.
941-949, 2008.

BREMER, Maria GEG et al. Electrostatic interactions between immunoglobulin (IgG)
molecules and a charged sorbent. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, v. 250, n. 1-3, p. 29-42, 2004.

BRILES, David E. et al. Immunization of humans with recombinant pneumococcal surface
protein A (rPspA) elicits antibodies that passively protect mice from fatal infection with



155

Streptococcus pneumoniae bearing heterologous PspA. The Journal of infectious diseases,
v. 182, n. 6, p. 1694-1701, 2000.

BUYEL, Johannes Felix; FISCHER, Rainer. Downstream processing of biopharmaceutical
proteins produced in plants: the pros and cons of flocculants. Bioengineered, v. 5, n. 2, p.
138-142,2014.

CAMPANI JUNIOR, Gilson et al. Reator airlift operado em sobrepressdo: construcéo,
caracterizacdo da transferéncia de oxigénio e aplicacdo em cultivos de Escherichia coli
recombinante. 2014,

CAMPANI, Gilson et al. Oxygen transfer in a pressurized airlift bioreactor. Bioprocess and
biosystems engineering, v. 38, n. 8, p. 1559-1567, 2015.

CAMPANI, Gilson et al. Oxygen transfer in a pressurized airlift bioreactor. Bioprocess and
biosystems engineering, v. 38, n. 8, p. 1559-1567, 2015.

CAMPANI, Gilson et al. Recombinant protein production by engineered Escherichia coli in a
pressurized airlift bioreactor: a techno-economic analysis. Chemical Engineering and
Processing: Process Intensification, v. 103, p. 63-69, 2016.

CANDY KS et al. Design of high productivity antibody capture by protein A chromatography
using an integrated experimental and modeling approach. Journal of Chromatography B, v.
899, p. 116-126, 2012.

CARPIO, Roymel Rodriguez; SECCHIB, Argimiro Resende; DE CAMPOS GIORDANOC,
Roberto. Modeling, simulation and optimization of ethanol extractive distillation using
glycerol. In: EngOpt 2016-5th International Conference on Engineering Optimization.
E-papers Servicos Editoriais Ltda, 2016. p. 548-557.

CARVALHO, B. M. A. et al. Steric mass action model for lactoferrin adsorption in cryogel
with immobilized copper ions. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 33, n. 1, p.
215-223,2016.

CASTRO-MARTINEZ, Claudia; LUNA-SUAREZ, Silvia; PAREDES-LOPEZ, Octavio.
Overexpression of a modified protein from amaranth seed in Escherichia coli and effect of
environmental conditions on the protein expression. Journal of biotechnology, v. 158, n. 1-2,
p. 59-67,2012.

CHAN, Sharon et al. A systematic approach for modeling chromatographic
processes—Application to protein purification. AIChE journal, v. 54, n. 4, p. 965-977, 2008.

CHEN, Te; XU, Wenchun. A purification method for tag-free human cystatin C recombinant
protein expressed in Escherichia coli. Preparative Biochemistry and Biotechnology, v. 47,
n. 2, p. 123-128, 2017.



156

CILLONIZ, Catia; TORRES, Antoni. Entendimento da mortalidade em pneumonia
pneumococica bacterémica. Jornal Brasileiro de Pneumologia, v. 38, n. 4, p. 419-421, 2012.

CLOSE, Edward J. et al. Modelling of industrial biopharmaceutical multicomponent
chromatography. Chemical Engineering Research and Design, v. 92, n. 7, p. 1304-1314,
2014.

COLLINS, Carol H.; BRAGA, Gilberto Leite; BONATO, Pierina Sueli. Fundamentos de
cromatografia. 2006.

DA ROCHA NOVAES, Leandro et al. Modeling, simulation and kinetic parameter estimation
for diesel hydrotreating. Fuel, v. 209, p. 184-193, 2017.

DA SILVA, Miriam A. et al. Conjugation of PspA4Pro with capsular Streptococcus
pneumoniae polysaccharide serotype 14 does not reduce the induction of cross-reactive
antibodies. Clin. Vaccine Immunol., v. 24, n. 8, p. ¢00118-17, 2017.

DEMANECHE, Sandrine et al. Dissimilar pH-dependent adsorption features of bovine serum
albumin and a-chymotrypsin on mica probed by AFM. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v. 70, n. 2, p. 226-231, 2009.

DONAT, R.; LOPES URENA, S.; TORRES-LAPASIO, J.R.; Gradient design for liquid
chromatography using multi-scale optimization. Journal of Chromatography, Volume 1535,
p. 32, 2018.

EXPASY, ExPASy Bioinformatics resource journal, (n.d.). https://web.expasy.org/protparam>.
Acesso em: 14/01/2019.

FARAIJI, Naeimeh; ZHANG, Yan; RAY, Ajay K. Determination of adsorption isotherm
parameters for minor whey proteins by gradient elution preparative liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1412, p. 67-74, 2015.

FERRER-MIRALLES, Neus et al. Microbial factories for recombinant
pharmaceuticals. Microbial cell factories, v. 8, n. 1, p. 17, 2009.

FIGUEIREDO, Douglas B. et al. Production and purification of an untagged recombinant
pneumococcal surface protein A (PspA4Pro) with high-purity and low endotoxin
content. Applied microbiology and biotechnology, v. 101, n. 6, p. 2305-2317, 2017.

FIGUEIREDO, Douglas Borges de. Desenvolvimento do processo de purificacdo da
proteina A de superficie de pneumococo do clado 4 (PspA4Pro). Tese de Doutorado.
Universidade de Sao Paulo.

FINETTE, Gerard MS; MAO, Qui-Ming; HEARN, Milton TW. Comparative studies on the
isothermal characteristics of proteins adsorbed under batch equilibrium conditions to
ion-exchange, immobilised metal ion affinity and dye affinity matrices with different ionic



157

strength and temperature conditions. Journal of Chromatography A, v. 763, n. 1-2, p. 71-90,
1997.

FONSECA, G. C.; COSTA, C. B. B.; CRUZ, A. J. G. Comparing a Dynamic Fed-Batch and a
Continuous Steady-State Simulation of Ethanol Fermentation in a Distillery to a
Stoichiometric Conversion Simulation. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 34,
n 4, p. 1121-1131, 2017.

FURLAN, Felipe F. et al. Process alternatives for second generation ethanol production from
sugarcane bagasse. In: Computer Aided Chemical Engineering. Elsevier, 2015. p.
1349-1354.

FURLAN, Felipe Fernando et al. A simple approach to improve the robustness of
equation-oriented simulators: Multilinear look-up table interpolators. Computers &
Chemical Engineering, v. 86, p. 1-4, 2016.

GALLANT, Stuart R.; KUNDU, Amitava; CRAMER, Steven M. Modeling non-linear elution
of proteins in ion-exchange chromatography. Journal of Chromatography A, v. 702, n. 1-2,
p. 125-142, 1995.

GECIOVA, Jana; BURY, Dean; JELEN, Paul. Methods for disruption of microbial cells for
potential use in the dairy industry—a review. International Dairy Journal, v. 12, n. 6, p.
541-553, 2002.

GERONTAS, Spyridon et al. Integration of scale-down experimentation and general rate
modelling to predict manufacturing scale chromatographic separations. Journal of
Chromatography A, v. 1217, n. 44, p. 6917-6926, 2010.

GHOSAL, Partha S.; GUPTA, Ashok K. Determination of thermodynamic parameters from
Langmuir isotherm constant-revisited. Journal of Molecular Liquids, v. 225, p. 137-146,
2017.

GLOBAL DATA PLC HOME. GlobalData Plc. Disponivel em: <http://www.globaldata.com>.
Acesso em: 10 maio 2018.

GOEDDEL, David V. et al. Expression in Escherichia coli of chemically synthesized genes
for human insulin. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 76, n. 1, p.
106-110, 1979.

GRIMI, N. et al. Selective extraction from microalgae Nannochloropsis sp. using different
methods of cell disruption. Bioresource Technology, v. 153, p. 254-259, 2014.

GRITTI, Fabrice; GUIOCHON, Georges. Calculated and experimental chromatograms for
distorted gradients and non-linear solvation strength retention models. Journal of
Chromatography A, v. 1356, p. 96-104, 2014.



158

GU, Tingyue. Mathematical modeling and scale-up of liquid chromatography: With
application examples. Springer, 2015.

GUIOCHON, Georges; FELINGER, Attila; SHIRAZI, Dean GG. Fundamentals of
preparative and nonlinear chromatography. Elsevier, 2006.

HARRISON, Susan TL. Bacterial cell disruption: a key unit operation in the recovery of
intracellular products. Biotechnology advances, v. 9, n. 2, p. 217-240, 1991.

HEYLAND, Jan; BLANK, Lars M.; SCHMID, Andreas. Quantification of metabolic
limitations during recombinant protein production in Escherichia coli. Journal of
biotechnology, v. 155, n. 2, p. 178-184, 2011.

HILBRIG, Frank; FREITAG, Ruth. Protein purification by affinity precipitation. Journal of
chromatography B, v. 790, n. 1-2, p. 79-90, 2003.

HORTA, A. C. L. et al. A supervision and control tool based on artificial intelligence for high
cell density cultivations. Brazilian journal of chemical engineering, v. 31, n. 2, p. 457-468,
2014.

HORTA, Antonio Carlos Luperni et al. Intensification of high cell-density cultivations of rE.
coli for production of S. pneumoniae antigenic surface protein, PspA3, using model-based
adaptive control. Bioprocess and biosystems engineering, v. 35, n. 8, p. 1269-1280, 2012.

HORTA, Antonio Carlos Luperni et al. Sistema automatico de supervisdo e controle de
cultivos de alta densidade celular de E. coli recombinante. 2011.

HUUK, Thiemo C. et al. Model-based integrated optimization and evaluation of a multi-step
ion exchange chromatography. Separation and Purification Technology, v. 136, p. 207-222,
2014.

Ion exchange chromatography. Uppsala: Amersham Biosciences, 2002.

INSIGHTS, COHERENT. Global Recombinant Therapeutic Antibodies and Proteins Market
to Surpass US$ 250 Billion by 2026. GlobeNewswire News Room. Disponivel em:
<https://globenewswire.com/news-release/2018/07/23/1540521/0/en/Global-Recombinant-Th
erapeutic-Antibodies-and-Proteins-Market-to-Surpass-US-250-Billion-by-2026.htmI>.
Acesso em: 11 jan. 2019.

JANSON, Jan-Christer (Ed.). Protein purification: principles, high resolution methods,
and applications. John Wiley & Sons, 2012.

KACZMARSKI, Krzysztof et al. Comparative modeling of breakthrough curves of bovine
serum albumin in anion-exchange chromatography. Journal of Chromatography A, v. 925,
n. 1-2,p. 1-17,2001.



159

KAMIONKA, Mariusz. Engineering of therapeutic proteins production in Escherichia
coli. Current pharmaceutical biotechnology, v. 12, n. 2, p. 268-274, 2011.

KARKOYV, Hanne Sophie; SEJERGAARD, Lars; CRAMER, Steven M. Methods
development in multimodal chromatography with mobile phase modifiers using the steric
mass action model. Journal of Chromatography A, v. 1318, p. 149-155, 2013.

KHARE, Atul R.; PEPPAS, Nikolaos A. Swelling/deswelling of anionic copolymer
gels. Biomaterials, v. 16, n. 7, p. 559-567, 1995.

KILIKIAN, B. V. et al. Process strategies to improve heterologous protein production in
Escherichia coli under lactose or IPTG induction. Process Biochemistry, v. 35, n. 9, p.
1019-1025, 2000.

KRISHNAN, Anuradha et al. Single-column purification of the tag-free, recombinant form of
the neuronal calcium sensor protein, hippocalcin expressed in Escherichia coli. Protein
expression and purification, v. 123, p. 35-41, 2016.

KYE, Yoon-Chul et al. Intranasal immunization with pneumococcal surface protein A in the
presence of nanoparticle forming polysorbitol transporter adjuvant induces protective
immunity against the Strepfococcus pneumoniae infection. Acta biomaterialia, v. 90, p.
362-372, 2019.

LAEMMLI, Ulrich K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. nat, v. 227, n. 5259, p. 680, 1970.

LAN, Qingdao et al. A modified Langmuir model for the prediction of the effects of ionic
strength on the equilibrium characteristics of protein adsorption onto ion exchange/affinity
adsorbents. Chemical Engineering Journal, v. 81, n. 1-3, p. 179-186, 2001.

LANDER, Russel J. et al. Fractional precipitation of plasmid DNA from lysate by
CTAB. Biotechnology and bioengineering, v. 79, n. 7, p. 776-784, 2002.

LE HA, Ngoc; UNGVARAI Janos; KOVATS, Ervin S. Adsorption isotherm at the
liquid-solid interface and the interpretation of chromatographic data. Analytical Chemistry,
v. 54, n. 14, p. 2410-2421, 1982.

LEE, Chi-Jen; BANKS, Susan D.; LI, Jean P. Virulence, immunity, and vaccine related to
Streptococcus pneumoniae. Critical reviews in microbiology, v. 18, n. 2, p. 89-114, 1991.

LEE, Sang Yup. High cell-density culture of Escherichia coli. Trends in biotechnology, v.
14, n. 3, p. 98-105, 1996.

LI, Bo et al. Protection elicited by nasal immunization with pneumococcal surface protein A
(PspA) adjuvanted with bacterium-like particles against Streptococcus pneumoniae infection
in mice. Microbial pathogenesis, v. 123, p. 115-119, 2018.



160

LI, Zhaopeng et al. Simple defined autoinduction medium for high-level recombinant protein
production using T7-based Escherichia coli expression systems. Applied microbiology and
biotechnology, v. 91, n. 4, p. 1203, 2011.

LIENQUEO, M. Elena et al. Mathematical modeling of protein chromatograms. Chemical
Engineering & Technology, v. 35, n. 1, p. 46-57, 2012.

LIN, Fu-Yung et al. Microcalorimetric studies of the interaction mechanisms between proteins
and Q-Sepharose at pH near the isoelectric point (pl): effects of NaCl concentration, pH
value, and temperature. Journal of Chromatography A, v. 912, n. 2, p. 281-289, 2001.

LOPES, Camila et al. Improving the cost effectiveness of enhanced green fluorescent protein
production using recombinant Escherichia coli BL21 (DE3): Decreasing the expression
inducer concentration. Biotechnology and applied biochemistry, 2019.

LOPEZ-URENA, S. et al. Gradient design for liquid chromatography using multi-scale
optimization. Journal of Chromatography A, v. 1534, p. 32-42, 2018.

LOWRY, Oliver H. et al. Protein measurement with the Folin phenol reagent. Journal of
biological chemistry, v. 193, p. 265-275, 1951.

MADHI, Shabir A.; PELTON, Stephen 1. Epidemiology, diagnosis, and treatment of serious
pneumococcal infections in children. In: Pneumococcal Vaccines. American Society of
Microbiology, 2008. p. 95-116.

MAHMOUD, Dalia Khalid; MOHD, Mohamad Amran. Langmuir model application on
solid-liquid adsorption using agricultural wastes: Environmental application.

MAMAT, Uwe et al. Detoxifying Escherichia coli for endotoxin-free production of
recombinant proteins. Microbial cell factories, v. 14, n. 1, p. 57, 2015.

MANGTANI, Punam; CUTTS, Felicity;, HALL, Andrew J. Efficacy of polysaccharide
pneumococcal vaccine in adults in more developed countries: the state of the evidence. The
Lancet infectious diseases, v. 3, n. 2, p. 71-78, 2003.

MARISCH, Karoline et al. Evaluation of three industrial Escherichia coli strains in fed-batch
cultivations during high-level SOD protein production. Microbial cell factories, v. 12, n. 1, p.
58,2013.

MCCABE, Warren Lee; SMITH, Julian Cleveland; HARRIOTT, Peter. Unit operations of
chemical engineering. New York: McGraw-hill, 1993.

MEZZARI, Isabella Anna et al. Utilizacdo de carvoes adsorventes para o tratamento de
efluentes contendo pesticidas. 2002.



161

MICOLI, F. et al. Production of a conjugate vaccine for Salmonella enterica serovar Typhi
from Citrobacter Vi. Vaccine, v. 30, n. 5, p. 853-861, 2012.

MIYAIJI, Eliane Namie et al. Serotype-independent pneumococcal vaccines. Cellular and
molecular life sciences, v. 70, n. 18, p. 3303-3326, 2013.

MORENO, Adriana T. et al. Immunization of mice with single PspA fragments induces
antibodies capable of mediating complement deposition on different pneumococcal strains
and cross-protection. Clin. Vaccine Immunol., v. 17, n. 3, p. 439-446, 2010.

MOROWVAT, Mohammad Hossein et al. Optimization of fermentation conditions for
recombinant human interferon beta production by Escherichia coli using the response surface
methodology. Jundishapur journal of microbiology, v. 8, n. 4, 2015.

NELDER, John A.; MEAD, Roger. A simplex method for function minimization. The
computer journal, v. 7, n. 4, p. 308-313, 1965.

NELSON, David L.; COX, Michael M. Principios de Bioquimica de Lehninger-7. Artmed
Editora, 2018.

NORDE, Willem. Driving forces for protein adsorption at solid surfaces. In: Macromolecular
Symposia. Basel: Hiithig & Wepf Verlag, 1996. p. 5-18.

ORELLANA, C. A.; SHENE, C.; ASENJO, J. A. Mathematical modeling of elution curves
for a protein mixture in ion exchange chromatography applied to high protein
concentration. Biotechnology and bioengineering, v. 104, n. 3, p. 572-581, 2009.

PERCIANI, Catia T. et al. Conjugation of polysaccharide 6B from Streptococcus pneumoniae
with pneumococcal surface protein A: PspA conformation and its effect on the immune
response. Clin. Vaccine Immunol., v. 20, n. 6, p. 858-866, 2013.

PESSOA JUNIOR, Adalberto; KILIKIAN, Beatriz Vahan. Purificagdo de produtos
biotecnoldgicos. 2005.

PRASAD, Dilip K. et al. A novel framework for making dominant point detection methods
non-parametric. Image and Vision Computing, v. 30, n. 11, p. 843-859, 2012.

RABE, Michael, VERDES, Dorinel; SEEGER, Stefan. Understanding protein adsorption
phenomena at solid surfaces. Advances in colloid and interface science, v. 162, n. 1-2, p.
87-106, 2011.

REDWAN, EL-Rashdy M. Cumulative updating of approved biopharmaceuticals. Human
Antibodies, v. 16, n. 3-4, p. 137-158, 2007.

RIESENBERG, D ; GUTHKE, R. High-cell-density cultivation of microorganisms. Applied
microbiology and biotechnology, v. 51, n. 4, p. 422-430, 1999.



162

RODRIGUES, Tasson C. et al. Mucosal immunization with PspA (Pneumococcal surface
protein A)-adsorbed nanoparticles targeting the lungs for protection against pneumococcal
infection. PloS one, v. 13, n. 1, p. 0191692, 2018.

SAFI, Carl et al. Aqueous extraction of proteins from microalgae: effect of different cell
disruption methods. Algal Research, v. 3, p. 61-65, 2014.

SCOPES, Robert K. Protein purification: principles and practice. Springer Science &
Business Media, 2013.

SENKOVICH, Olga et al. Structure of a complex of human lactoferrin N-lobe with
pneumococcal surface protein a provides insight into microbial defense mechanism. Journal
of molecular biology, v. 370, n. 4, p. 701-713, 2007.

SHEN, Hong; FREY, Douglas D. Effect of charge regulation on steric mass-action
equilibrium for the ion-exchange adsorption of proteins. Journal of Chromatography A, v.
1079, n. 1-2, p. 92-104, 2005.

SHEN, Hong; FREY, Douglas D. Effect of charge regulation on steric mass-action
equilibrium for the ion-exchange adsorption of proteins. Journal of Chromatography A, v.
1079, n. 1-2, p. 92-104, 2005.

SHILOACH, Joseph; FASS, Rephael. Growing E. coli to high cell density—a historical
perspective on method development. Biotechnology advances, v. 23, n. 5, p. 345-357, 2005.

SHOJA, ALSADATI SA et al. Recent advances in high cell density cultivation for production
of recombinant protein. 2008.

SIAHPOOSH, Mohsen; FATEMI, Shohreh; VATANI, Ali. Mathematical modeling of single
and multi-component adsorption fixed beds to rigorously predict the mass transfer zone and
breakthrough curves. Iranian Journal of Chemistry and Chemical Engineering (IJCCE),
v. 28,n. 3, p. 25-44, 2009.

SILVA, Gabriel Gongalves et al. Aspectos morfologicos, reologicos e fisiologicos dos cultivos
de Escherichia coli recombinante. 2015.

SOARES, R. de P.; SECCHI, A. R. EMSO: A new environment for modelling, simulation and
optimisation. In: Computer Aided Chemical Engineering. Elsevier, 2003. p. 947-952.

SOFER, Gail K.; HAGEL, Lars (Ed.). Handbook of process chromatography: a guide to
optimization, scale up, and validation. Academic press, 1997.

SORENSEN, Hans Peter; MORTENSEN, Kim Kusk. Advanced genetic strategies for
recombinant protein expression in Escherichia coli. Journal of biotechnology, v. 115, n. 2, p.
113-128, 2005.



163

STIGTER, Dirk; DILL, Ken A. Charge effects on folded and unfolded
proteins. Biochemistry, v. 29, n. 5, p. 1262-1271, 1990.

SUBSTECH SUBSTANCES AND TECHNOLOGY. Homogenization, 2018. Disponivel em:
<http://www.substech.com/dokuwiki/doku.php?id=homogenization>. Acesso em: Jun 2018.

TADA, Rui et al. Nasal vaccination with pneumococcal surface protein A in combination with
cationic liposomes consisting of DOTAP and DC-chol confers antigen-mediated protective
immunity against Streptococcus  pneumoniae infections in mice. International
immunopharmacology, v. 61, p. 385-393, 2018.

TEOH, H. K. et al. Experimental verification and optimisation of a detailed dynamic high
performance liquid chromatography column model. Computers & Chemical Engineering, v.
25, n. 4-6, p. 893-903, 2001.

THOMBRE, Mandar N.; PREISIG, Heinz A.; ADDIS, Misganaw B. Developing surrogate
models via computer based experiments. In: Computer Aided Chemical Engineering.
Elsevier, 2015. p. 641-646.

TREYBAL, Robert E. Mass transfer operations. New York, v. 466, 1980.

VADESILHO, Cintia FM et al. Mapping of epitopes recognized by antibodies induced by
immunization of mice with PspA and PspC. Clin. Vaccine Immunol., v. 21, n. 7, p. 940-948,
2014.

WAEGEMAN, Hendrik; SOETAERT, Wim. Increasing recombinant protein production in
Escherichia coli through metabolic and genetic engineering. Journal of industrial
microbiology & biotechnology, v. 38, n. 12, p. 1891-1910, 2011.

WAKKEL, M. et al. Equilibrium and Kinetics of High Molecular Weight Protein Uptake in
Ion Exchange Chromatography. International Journal of Chemical Engineering and
Applications, v. 6, n. 5, p. 306, 2015.

WAUGH, David S. An overview of enzymatic reagents for the removal of affinity
tags. Protein expression and purification, v. 80, n. 2, p. 283-293, 2011.

YU, Lin-Ling; SUN, Yan. Trace adsorption of positively charged proteins onto Sepharose FF
and Sepharose FF-based anion exchangers. Journal of Chromatography A, v. 1253, p.
105-109, 2012.

YUSUFF, A. S. et al. Mathematical Modelling of Fixed Bed Adsorption Column for Liquid
Phase Solute: Effect of Operating Variables. International Journal of Scientific &
Engineering Research, v. 4, n. 8, p. 811-822, 2013



164

APENDICE A: Exemplo de aplicaciio do EMSO

Para ilustrar melhor as definicbes do simulador EMSO descritas na se¢do 2.7,
vamos considerar um sistema industrial que apresente uma reagdo de primeira ordem ndo
reversivel onde A se transforma em B. O processo é continuo e composto por trés reatores de
mistura perfeita isotérmicos ¢ em série, conforme mostra a figura A.1. As equac¢des A.1 ¢ A.2
descrevem o balango de massa geral e o balanco de massa para o reagente A em cada reator,
onde Fin, Ca,in, Fout € Caout 30 0s fluxos molares totais e concentragdes de A na entrada e

saida, respectivamente, V é o volume do reator e r € a velocidade de reacdo.

in out (A.1)

a,out (Az)

Figura A.1. Esquema de reatores de mistura perfeita para a conversdao de A em B através de
reagdo de primeira ordem.

Para descri¢do deste processo no EMSO, ¢é necessario primeiramente que todos os
parametros e variaveis sejam declarados ao simulador. Em um segundo momento devem ser
definidos os modelos envolvidos no processo. A figura A.2 mostra a declaragdo de todas as
variaveis e representa a descri¢do dos quatro modelos: O modelo de corrente composto por
concentracdo e vazdo molar, os modelos de alimentacdo e dreno, que sdo informagdes iniciais
e finais do processo, respectivamente, com conexdes de entrada ou saida em forma de
corrente; e por fim o modelo de um reator quimico isotérmico cujas variaveis sdo conexdes de

saida e entrada em forma de corrente, o volume e a velocidade de reagdo. Além disso, o
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modelo do reator apresenta as equagOes base necessarias para que a reacdo quimica que
acontece dentro do reator seja descrita de forma eficiente. As duas primeiras sao as equagdes
A.l e A.2 e a terceira ¢ a equacdo da cinética quimica de primeira ordem, considerando-se

uma constante de reagdo de 15 h'.

Para finalizar, a figura A.3 descreve a estrutura de programagéo de um fluxograma.
Inicialmente, sdo definidos os dispositivos a partir dos modelos descritos. Verifique que foi
criado um total de cinco dispositivos: um para a alimentag@o (a/), um para o dreno (dre) e trés
para os reatores envolvidos no processo (rtl, rt2, e rt3). Estes dispositivos foram conectados
uns com os outros através das entradas e saidas que possuem, de tal forma que o processo
completo represente o fluxograma da figura A.1. Por fim, algumas varidveis sdo especificadas

e o processo pode ser simulado.

vazao_molar as Real(Unit="m"3/h7;
concentracao as Real (Unit="kmol/im"3);
volume as Real (Unit="m"3";
velocidade_reacao as Real (Unit="kmaol/m"3/h";

~ Model corrente * Model reator
VARIABLES
F as vazao_molar; VARIABLES
C as concenfracao; in entrada as corrente;
“end out saida as corrente;
W as volume;
~ Model alimentacao r as velocidade_reacao;
VARIABLES
out saida as corrente, EQUATIONS
“end entrada F = saida F;
= = entrada.F*entrada.C - saida.F*saida.C;
* Model dreno r=15*1/h'*saida.C;
VARIABLES ~end
in entrada as corrente;
~end

Figura A.2. Defini¢do dos modelos envolvidos em um processo que apresenta trés reatores em
série.



166

~ FlowSheet problema

DEVICES

1l as reator;

M2 as reator;

3 as reator;

al as alimentacao;
dre as dreno;

CONNECTIONS
al.saida to rtl.entrada;
rnl.saida to r2.entrada;
rn2.saida to r3.entrada;
rn3.saidato dre.entrada;

SPECIFY

al.saidaF =71 *'m~3/h;
al.saida.C =10 * 'kmolim~3’;
A1V =10 *'mr3;

M2V =5*'mr3';
A3V =3 *'m*3;
~end

Figura A.3. Desenvolvimento do fluxograma que representa o processo de trés reatores em
série.

A figura A.4 mostra os resultados do processo simulado, descrevendo a variacdo da
concentracdo de saida de cada reator com o tempo. Como se trata de um processo continuo a
concentracdo de saida permanece constante, mas € possivel verificar que Cajn > Ca; > Caz >

Cas3, o que indica que a reagdo esta ocorrendo ¢ foi bem simulada.

=B~ Concentragdo na entrada do reator 1 (Ca in)
=8~ Concentragdo na saida do reator 1 (Cal)
=B~ Concentragdo na saida do reator 2 (Ca2)
~&~ Concentragdo na saida do reator 3 (Ca3)

100 {—8& &
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Figura A.4. Resultados do processo simulado composto por trés reatores em série.
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APENDICE B: Disponibilizacio dos dados de condutividade e absorbancia em forma de

concentracoes

O objetivo deste apéndice ¢ explicar o procedimento adotado para disponibilizagdo
dos dados fornecidos pelo cromatografo em forma de concentragdes de NaCl (Cnaci) € de
proteinas (P), pois o sensor do equipamento fornece informagdes de porcentagem de
condutividade e absorbancia (280 nM). A aplicagdo desta metodologia ¢ importante para a
modelagem, pois informacdes massicas sdo necessarias para o ajuste dos parametros. O perfil
da cromatografia de troca anidnica ¢ fornecido pelo equipamento conforme mostra a Figura
B.1, onde os picos I e II representam a eluicdo Q150 e os picos III e IV representam as
eluigdes Q300 e Q1000, respectivamente. E importante observar que os perfis representados

na Figura B.1 sdo obtidos a partir de medi¢cdes em diversos pontos com volumes fixos de

amostra.
4500 120
Pico 1V
4000
Abs (MAU) id
3500
----- Condutividade (%) '
]
3000 : o
Pico II Pico III : g
S 1
3
2 : o §
< :
0 38
I
20
0
= 40 50 60 70

tempo (min)

Figura B.1. Variacdo do perfil de absorbancia (Abs) e¢ porcentagem de condutividade (%C)
durante o tempo no processo de cromatografia anidnica. Eluigdes: Q150 (0 a 20 minutos),
Q300 (20 a 40 minutos) ¢ Q1000 (40 a 60 minutos).

Sendo assim, os perfis de %C e Abs mostrados no grafico devem ser transformados
em perfis de Cnaci € P, respectivamente. No primeiro caso, ¢ construida uma curva padrdo
simples para que Cnaci em cada ponto seja determinado a partir de %C. No segundo caso,

[13%5)

utiliza-se a equacdo de Lambert-Beer para descrever o perfil de P; para cada pico “i”,
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conforme mostra a equacdo B.1, onde K; ¢ a constante de absortividade molar, variavel para
cada pico identificado, pois cada um possui caracteristicas quimicas particulares, e D ¢ a
distancia que a luz atravessa pelo corpo de medi¢do, constante em todos os casos. Portanto,

podemos reestruturar a equagdo B.1. nas formas das equacdes B.2 ¢ B.3.

Abs=K,.D.P, (B.1)
K'=K;.D (B.2)
Abs;
P= ?I
K (B.3)

Se considerarmos que o perfil de concentracdo (Pi) de cada pico € composto por
uma distribuigdo de N amostras, ¢ que o volume de cada amostra é fixo (v), podemos dizer
que o somatorio do produto v.P; em todos os pontos ¢ igual a massa de proteinas totais Mp; na

fracdo completa do pico, conforme mostra a equagdo B.4. A partir das equagdes B.3 ¢ B4 ¢

possivel se obter a equagdo B.5.

N N

Mp = Z v.P = VZ Pi
n=1 n=1 (B.4)
y oM
Mp; K’ Abs
in=1 (B.5)

Sendo assim, K’; € a inica incognita da equacdo B.5, uma vez que o valor de “v”, o
perfil de Abs;e o nimero de pontos (N) sdo conhecidos. A massa total de proteinas (Mp;) pode
ser obtida a partir da concentragdo de proteinas totais (Pt;) obtida pelo método de Lowry

(LOWRY, 1952) ¢ pelo volume total (Vt;) da fracdo completa, conforme mostra a equacio
B.6.

Mp;= Pr;.Vr; (B.6)
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Finalmente, obtemos a equacdo B.7 a partir das equagdes B.2., B.5 ¢ B.6, que

mostra de forma clara como obter os valores de K; a partir do perfil de Abs;i e de grandezas

medidas no sistema. Através de analise dimensional podemos dizer que a constante Kj,

também chamada de coeficiente de absortividade molar, possui unidades de mL.mg!.cm™ ou

M'.em,

Numero de pontos
de medicao

Volume de amostra
por ponto (mL)

ﬂ TI

K.= Ab
| DPTIVT,HIZl S

L1

Distdncia do corpo Concentraciao Volume total Perfil de
de medicdo (cm) de proteinas em da fracdo “i" absorbancia
“i” (mg.mL1) (B 7)

Uma vez que as eluigdes sdo fracionadas separadamente (figura 3.1) € possivel que

a metodologia descrita seja aplicada para cada pico “i” identificado na figura B.1. Sendo

assim, um valor de K; é encontrado para cada pico e o perfil de P é obtido. Com isso, o

conjunto de dados fornecido pela Figura B.1 pode ser disponibilizado conforme mostra a

Figura B.2.
18 60
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e Proteinas -
(mg/mL) ' 50
14 '
----- NaCl (mg/mL) .
3 12 ' 40
= '
£ 10 Pico 1 ‘
q - 30
= 8 ‘
° [
[= N ]
6 ’ 20
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P e e 0
0 10 20 30 40 50 60 70

tempo (min)

NaCl (mg/mL)

Figura B.2. Variacdo de concentracdo de proteinas (P) e NaCl (Cnaci) durante o tempo no
processo de cromatografia anionica.
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Para que a eficiéncia da metodologia deste apéndice fosse testada, calculamos K;
para uma curva cromatografica de PspA4Pro pura obtida experimentalmente (figura 3.8.b) e
comparamos com o coeficiente de absortividade molar tedrico. O valor calculado foi de
12291 + 910 M! em™, enquanto o valor tedrico é 13410 M cm™ (ExPASy). A diferenca
observada entre os valores tedrico e calculado pode ser explicada pelo desvio padrdo do
método de Lowry e pela presenca de impurezas na amostra de PspA4Pro utilizada. Apesar dos
desvios observados, acreditamos que a metodologia apresentada neste apéndice seja a forma
mais adequada para descrever o perfil massico de proteinas em cromatografias de misturas
complexas, ja que os grupos eluidos sdo formados por conjuntos de proteinas desconhecidas

cujas propriedades ndo estdo disponiveis na literatura.
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APENDICE C: Roteiro de modelagem da cromatografia de troca anidnica

Neste apéndice, pretendemos apresentar um roteiro detalhado que aborda a estratégia
utilizada para a modelagem da cromatografia de troca anionica. Para realizacdo da
modelagem consideramos que cada pico identificado no cromatograma corresponde a um
grupo proteico com caracteristicas quimicas especificas. Portanto, os parametros das

isotermas utilizadas foram ajustados para cada pico, conforme detalhado nos passos a seguir:

e Primeiramente, Os parametros fixos L, u, N, e7 e  foram medidos ou fornecidos.

o A cromatografia de troca anidnica foi executada e as fragdes Q150, Q300 ¢ Q1000

foram amostradas.

e Os picos Q150-1, Q150-I1, Q300 ¢ Q1000 foram identificados no cromatograma.

e A massa total de proteinas (Mp,) foi calculada para as fra¢gdes do passo 2 a partir da
concentracdo de proteinas totais (Pr;) (LOWRY, 1952) e volume total (V1;) de cada
fracdo, conforme mostram as equacdes C.1 a C.4. Para os picos Q150-1 e Q150-II que
foram eluidos na fracdo Q150, as massas totais particulares (Mpqiso-1 € Mpqiso-11)

foram obtidas a partir das areas de cada pico (Aqiso-1 € Aqiso-n) observadas no

cromatograma.
IV’P,Q’ISO—I= AQ150—I PT,Q’ISO' VT,Q150 (Cl)
M q1s0- 1= Aqiso- 11 Pr.q1s0- V7.0150 (C.2)
M e qs00= Pr,a300- V'7.0300 (C.3)

M5 q1000= Pr q1000- V'7,Q1000 (C.4)
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e (ada pico foi associado a um grupo proteico. Calculou-se as concentragdes de cada
grupo proteico (cie) no extrato celular clarificado (clarified cell extract), conforme
mostram a equacgdes C.5 a C.8, pois o volume desta fracdo (Vcce) foi medido
durante o experimento. E importante lembrar que o extrato celular representa a mistura
de proteinas que foi inserida no sistema cromatografico. Essas informag¢des devem

estar disponiveis para que o sistema seja simulado.

_ Mg qis0-
CQ150— l,e" V
CCE (C.5)
_ Mg qis0-11
CQ150— 1,e— V
CCE (C.6)
_ Mg oan
CQ300,e_ V
CCE (C.7)
_ Mp q1000
Ca1000, 6~ Vv
CCE (C.8)

® Uma vez conhecidos todos os parametros fixos (L, u, Nt e e€1) e concentragdes do extrato

celular (cqQi50-1e, CQ150-Ie, CQ300,e, CQ1000,c) O Sistema descrito pela se¢do 3.3.4 foi modelado.

® (Como condi¢des iniciais, foram consideradas nulas as concentragdes dos “i” grupos
proteicos no interior da coluna, tanto na fase solida quanto na fase liquida. A coluna

cromatografica foi dividida em “N;” pratos teoricos.

® Para a modelagem no software EMSO, as equacdes C.9 a C.12 referentes ao modelo do
equilibrio dispersivo foram readaptadas, pois o programa ndo reconhece o elemento
diferencial de distancia dz. Por isso, as equagdes diferenciais parciais foram aproximadas
por elementos finitos na varidvel distancia (z). A aproximagdo ¢ descrita pelas equagdes

C.13 a C.20 para o primeiro prato, onde cic ¢ a concentragdo de cada grupo “i”’ na entrada
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do prato; C.21 a C.28 para os pratos 2 a Ni-1 ¢ C.29 a C.36 para o prato Ni. Em todos os

casos AZ ¢ o comprimento de cada prato tedrico, conforme mostra a equagao C.37.

Para complementar o modelo do equilibrio dispersivo e fornecer o nimero de equagoes
necessarias para simulacdo do sistema, as isotermas de acdo em massa estérica (C.38 a
C.42) e de Langmuir modificada (C.43 a C.54) foram utilizadas separadamente. No
primeiro caso, os parametros Kadsqiso-1, Kadsoison, Kads300, Kads1000, Kbesis0-1,
Kbes,@150-11, Kpes, 300, Kbes,01000, VQ150-1, VQ150-11, VQ300, VQ1000, 0LQ150-1, .Q150-11, 0.Q300 € 01Q1000
foram ajustados as curvas cromatograficas de cada pico especifico. No segundo caso, os
parametros Qmax,Q150-L,  qmax,Q150-I,  (max,Q300,  (max,Q1000, YqQis0-,  Yois0-m, Y300,
WYoi000, Kp,iso, Kpoison, Kbz, Kb,oi000, MQiso-, MQiso-, MQ300 € Moiooo foram

ajustados.

Modelo do equilibrio dispersivo.

- _ 2 3 a2
("CQISD I {l E';') 0‘?(3150 I ffcolsu I o Cmsu I
PR = 5 Tu—5, Dam7
ot T ot OZ (o4
(C.9)
=) _ =) =) a2
OCgh1s0 u+(l Er) Q0150 . OCois0-n1 _ ~ 9 °Coiso-nr
2 e 3 ) —a 322
ot | ot OZ CZ
’ ’ . ’ (C.10)
_ 2 - a2
CQ300+{1 ET) OQQ300+ o CQ3UU_ o CQBUU
ot Sy ot oz ¢ Pz2
(C.11)
] _ 2 ] a2
o Cqmuu_'_(l E';'] Cdgioo . 9Coiooo _ ~ 9" Cqiooo
ot Sr ot 0z ¢ Pz?

(C.12)



Adaptagoes de equagdes diferenciais no primeiro prato teorico:

9 Cq1s0- 1 _ Cats0-1 (1)~ Cais0-1 .6
0z AZ

a2CQ150—/ — CQ150—I(2)_ 2'CQ150— ! (1 )+CQ150— I, e
0 z? AZ?

a CQ150— 11 = CQ150— 11 ( 1 )_ CQ150— Il ,e
0z ANZ

2 —_
92 Cqisp- i _ Cas0- 1(2)= 2.Cq150- 11 (1)*+Cqis0- 11,6
02Zz2 AZ?

J Cosoo= Cosoo( 1 )_ Ca300,e
0z AZ

9* Caz _ Ca300(2)~ 2. Caz00( 1)+ Coan0,6
0 z2 AZ?

d CQ1000= CQ1OOO( 1 )_ Caq1000,6
0z AZ

22 CQ1000= CQ1000(2)_ 2. CQ1000(1 )+CQ1OOO,e
0z AZ?

174

(C.13)

(C.14)

(C.15)

(C.16)

(C.17)

(C.18)

(C.19)

(C.20)



Adaptagoes de equagdes diferenciais nos pratos teoricos 2 a Ny -1:

aCQ150— I CQ150—I(N+1)_ CQ150—I(N_ 1)
0z 2.N7

9% Cors0- — Caiso- (N+1)~ 2.C5450  (N)+Cqi50-,-(N— 1)
d z? AZ?

aCQ150— I _ Cq150- //(N+1)_ Cq150- //(N_ 1)
0z 2.N7

aZCQ150—//= Cq1s0- //(N+1)_ 2'CQ150—II(N)+CQ150—II'(N_ 1)

d z? AZ?

aCQ300= Caaoo( N+1)= Cuap(N—1)
0z 2.N7

azCosoo= Caa00(N+1)= 2. Czp0(N)+Cqz00-(N— 1)
0 z? AZ?

aCQ1000= Ca1000{ N+ 1)~ Cq1000( N= 1)
0z 2.N7

azCQ1000= Ca1000{ N+ 1)= 2. C1000 (N)+Cq1000- (N— 1)
0z? ANZ?
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(C21)

(C.22)

(C.23)

(C.24)

(C.25)

(C.26)

(C.27)

(C.28)



Adaptagoes de equagdes diferenciais no prato teorico Ny:

aCQ150—/= CQ150—I(N)_ CQ150—I(N_ 1)
0z AZ

9*Cqi5- — Caiso-1(N)~2.Cqi5p ,(N= 1)+Cp150-,-(N=2)

d z? AZ?

aCQ150— I_ CQ150—II(N)_ Cq1s0- //(N_ 1)
0z AZ

32CQ150_ n_ Cq150- //(N)_ 2'CQ150— //(N_ 1)+CQ150— //-(N_ 2)

0 z? ANZ?

aCoe.oo= Cosoo(N)_ Cosoo( N- 1)
0z AZ

82CQ300= Ca300( N )~ 2.Cqa00( N= 1)+ Cqa00-(N— 2)
0 z? NZ?

d Catoo0_ Ca1000{ N)~ Cqrpo0(N— 1)
0z ANZ

aZCQ1ooo= Ca1000{ N)= 2.Cq1000( N= 1)+ Cq1000- (N— 2)

dz? AZ?

L
N/=—
Nt
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(C.29)

(C.30)

(C31)

(C.32)

(C.33)

(C.34)

(C.35)

(C.36)

(C.37)
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Isoterma de acdo em massa estérica (Steric mass action isotherm)

aq
Q150- | _ Voros_ Vo
at K 5,0150- 1 Cats0- 1 Q °'= Kpes,a150- 1 Gatso- 1 Csari
(C.38)
0 Qq1s0- 11 v v
Y, = KAds,Q150— 11 Corso- 11 Q"= KD&G,Q150—// 9q1s0- 11 Csalt
(C.39)
2q
Q300 _ Voso_ V,
at K ads, 0300Ca300 R = K pes, 0300 9a300 Csart’
(C.40)
an1000 V, Vv
3t = K sds,01000 1000 @ = K pes, 01000 Do 1000 Csait”
(C41)

Q= A= (dgus0- 1 (Voreo- 1% quse- 1)~ (Gasn- 1 (Vagsan- 1t A greo- 1))~ ( Qoo (Viasent Ugaon)) (G ool Voot gram0)) (C.42)
Isoterma de Langmuir modificada

I
q max,q150-1 Ca150-1

Qqis0-1= ;
(Catsor* K'batsor) (C.43)
, _ Q1501
9 maQ150-1— c
Q150- (C.44)
K’ _ Naisor Kp atsod
D,Q150-1

Na1s01~ Csait (C.45)



I
Q max,Q150-11 CQ150-11

Qais0-11= ;
(Cqisont K'pqiso)
' _  Qmaxais0-11
max,Q150-11 —
q I —
44 Csalt
Waisoun
K _ Naisont Kpatsoan
D.Q150-11 _
Na1so-1~ Csart
I
Gom= 4 max,a300Ca300
Q300— P
(Caaoo* K 'b.as00)
' _ Qmaxq300
9 max,Q300~ c
Q300
K’ _ Na3oo Kb.a300
D,Q300 _
Nazoo™ Csart
I
g _ 9 ma,q1000Ca1000
Q1000 P
(Cqi000* K 'b.q1000)
] — qmax,Q1000
9 maQ1000— c
Q1000
K’ — Nato00 Kb.a1000
D,Q1000 _
Na1000™ Csart
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(C.46)

(C.A7)

(C.48)

(C.49)

(C.50)

(C.51)

(C.52)

(C.53)

(C.54)
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APENDICE D: Simulacio da cromatografia de troca anidnica com o modelo de

Langmuir competitivo

Além das isotermas de adsorg@o apresentadas no capitulo 3, a isoterma de
Langmuir competitiva também foi testada para simular a cromatografia de troca anionica.
Todos os procedimentos apresentados no capitulo 3 e Apéndice C foram os mesmos. No
entanto, a equagdo 2.31 (se¢do 2.6.C) foi usada para complementar o modelo do equilibrio
dispersivo. A estrutura desta equag@o representa competi¢do entre as “i” moléculas simuladas,

[13%2]
1

ou seja, os grupos proteicos representados pelos picos cromatograficos. Diferente das
outras isotermas, neste caso ndo ha nenhuma variavel que represente a concentracio de sal no
sistema. Portanto, consideramos o NaCl como um agente competidor “i”’, conforme pode ser
verificado nas equacdes D.1 a D.5. Além disso, também acrescentamos a simulagdo uma
equagdo do equilibrio dispersivo para NaCl (D.6), a qual foi adaptada no formato das
equacdes D.7, D.8 e D.9 nos pratos 1, 2 a Nt-1 e Nt da coluna, respectivamente. Os

parametros ajustados foram Qmax,Q150-l, Qmax,Q150-, (max,Q300, (max,Q1000, (max,NaCl, KQ150-I,

Kor1s0-11, K300, Kg1000 € Knaci.

o = K Catso-
Qoo T QIR (14K a1 Catsor* Kaatan Catson + K asoo Casant Koo Catant K Onvecr) (D.1)
Qore =0 K Catsol
150- 11~ Grvatso-n Nastsou
(14 K o1 Catans * Katson Catsosi K oo Coot Kataan Caronnt K Cuec) (D.2)
o= G K Caso
300~ e300 300
™ (14 K 1501 Catsos T K st Catsonn + Kaao Caano™ Koo Canoon™ Kiec Crnvecr) (D.3)
Qo= K Cato00
1000~ Grax,a1000 ™ Q1000
(1+ K gra1 Catsor ™ K st Carsonn ™ K oo Caannt K atann Catoon Kive Ot (D.4)
o= K Cnecl
NaCl ™ NaCl "*NaCl
™ (1% K 1501 Catsor+ Katson Carson ™ K aaooCazoot Katooo Catonnt Kiveat Cnec) (D.5)
_ 2
O Cac + (1 ET) O Qnaci +u O Cnac _ 02 Cyycl
E - a 2
ot T ot oz 0z (D.6)

9 Cy _ S (1)~ Cnacie
0z AZ (D.7)
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aCNaC|= Cuact (N+1)= ) (N— 1)

0z 2.NZ (D.8)
9 Cyi _ Cuaci (N)= Crac (N— 1)

A Tabela D.1 mostra os valores dos parametros ajustados. As Figuras D.1 e D.2
mostram os graficos das simulagdes obtidas para o ajuste ¢ para a validagdo do modelo,
respectivamente. Mais uma vez, os valores de RMSEgq ¢ RMSEv, apresentam a mesma
ordem de grandeza (1,8 x 10*e 2,6 x 10, respectivamente), o que mostra que o modelo de
Langmuir competitivo possui capacidade preditiva e pode ser utilizado para descrever a
cromatografia de troca anidnica para misturas complexas. Apesar disso, na Figura D.2 ¢
possivel se observar maior desvio entre a simula¢do e os dados experimentais do pico Q1000,
expondo uma falha de previsdo do modelo nesta situacdo. Isso pode ter acontecido devido ao
menor numero de parametros ajustados no modelo de Langmuir competitivo (10 pardmetros)
em relagdo aos outros dois modelos (16 parametros, veja o apéndice C), o que reduziu sua
capacidade preditiva. Além disso, a maior quantidade em massa de proteinas Q1000
processada na amostra CCEp em relacdo a amostra CCEx (Tabela 3.1) também testou a

capacidade do modelo e foi responsavel pela reducdo de sua eficiéncia.

Tabela D.1. Parametros ajustados durante a simulacdo usando o modelo de Langmuir
competitivo.

AEC Eluic¢io K (mL.g") Qmax (g.mL")
Q150-1 32,6 1,96
Q150-11 92,0 1,76
I Q300 28,0 2,75
Q1000 2964 5,27

NaCl 1037,2 0,004
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Figura D.1. Perfis de eluicdo de proteinas da mistura CCEA na AEC-I (estimativa de
parametros): Dados experimentais (linha solida), perfis simulados usando a isoterma de
Langmuir competitiva (linha pontilhada escura) e perfis de eluicdo usando 150 mM, 300 mM
e 1000 mM de NaCl (linha pontilhada clara).
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Figura D.2. Perfis de eluigdo de proteinas da mistura CCEg na AEC-II (validagdo do modelo):
Dados experimentais (linha solida), perfis simulados usando a isoterma de Langmuir
competitiva (linha pontilhada escura), e perfis de elui¢do usando 150 mM, 300 mM e 1000
mM de NaCl (linha pontilhada clara).
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Description

This Supplementary Material aims to present the simulation code used to describe
the anion exchange chromatography to purify PspA4Pro, a target protein that must be
separated from a pool of protein impurities. Data obtained from simulation which was used to
build Figure 3.9 of the related research article [1] is also presented here. The software
EMSO™ was used to perform the simulation. All the performed experiments, procedures,

modeling and simulations strategies are described in the related research article.

Purpose of the Data

This file provides the EMSO™ simulation code utilized to describe the anion

exchange chromatography to purify a target protein.
e  This information can help reproduction of modeling and simulation.

e The simulation code can be adapted to other situations where a target protein must be

separated from a pool of impurities.

e Along with the simulation procedure described by the related document, the code
provided here can be used to simulate ion exchange chromatography and enhance

process performance.

Model and simulation strategy

This section presents the EMSO [2,3] code utilized to describe the anion exchange
chromatography. The software can be downloaded online [4]. Simulation code is divided in
three parts which are indicated after hashtag (#). In Part 1 some essential variables and
parameters are declared. In Part 2 the models of stream, source, valve, mixer and column are
defined. Variables, parameters and equations are utilized to describe each model. Part 3

provides the description of the process full structure where devices are created according to
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the developed models. These devices are connected, initial conditions are supplied and some
parameters are specified. Finally, some important purification column parameters are set, such
as porosity (€), number of plates (N), length (L), mobile phase velocity (u), axial dispersion
(Da) and resin saturation capacity (lambda). The main variables of this simulation are CA, CB
and CS, which represent the concentrations of PspA4Pro, protein impurities (the Q300 pool of
proteins) and salt (NaCl) in the fluid phase, respectively, and qA and qB, which represent the
concentrations of PspA4Pro and protein impurities in the solid phase. Adsorption constants of
A and B are also represented by Ka;, Kdi, xi and vi. If necessary, the code can be easily

extended to include more components.

#PART 1: Declaration of variables and parameters

using "types";

concentration as Real(Unit='(mol/cm”3)', Lower = -1e-6, Upper = 100, Default = 0.5);
constant as Real(Unit="cm”3/s/mol");

adsorbed fraction as Real(Unit="mol/cm”3');

flow_rate as Real (Unit="cm”3/s");

volume as Real (Unit="cm"3');

lenght as Real (Unit='cm');

velocity as Real (Unit="cm/s');

porosity as Real;

number plates as Integer (Default=12, Lower=0, Upper=12000);
ionic_charge as Real;

axial dispersion as Real (Unit="'cm"2/s');

ionic_capacity as Real (Unit= "'mol/cm”"3');

#PART 2: Creation of models
Model stream

VARIABLES

CA as concentration;

CB as concentration;

CS as concentration;

F as flow_rate;
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end

Model source
VARIABLES
out outlet as stream;

end

Model valve

VARIABLES

in inlet as stream;

out outlet as stream;

MaxFlow as flow_rate(Brief="Maximum mass flow of fluid through the valve");

u as Real(Brief = "Periodical function", Protected = true);

n as Real(Brief = "Regularization function", Protected = true);

topen as time_h(Brief = "Amount of time the valve stays open", Symbol ="t {open}");
tcycle as time h(Brief = "Duration of a cycle ", Symbol ="T {cycle}");

phase as Real(Brief = "Time phase in hours ahead", Default = 0, Symbol = "\phi", Unit = 'h');

PARAMETERS
eps as Real (Default=1e-6);
pi as angle(Protected = true);

MinFlow as flow_rate(Brief="Minimum mass flow through the valve",Default = 1e-6);

SET

pi =acos(-1);

EQUATIONS

inlet. CA = outlet.CA,;

inlet.CB = outlet.CB;

inlet.CS = outlet.CS;

"Periodical function"

u = sin( pi*( 2*time/tcycle + 1.5 - topen/tcycle + 2*phase/tcycle) ) + cos( pi * topen/teycle );

"Regularization function"
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n=0.5* (1 + tanh(-u/eps));

"Inlet flow in the valve"

MaxFlow * n + MinFlow * (1-n) = inlet.F;
inlet.F = outlet.F;

end

Model mixer

VARIABLES

in inletl as stream;
in inlet2 as stream;
in inlet3 as stream;
in inlet4 as stream;
in inlet5 as stream;

out outlet as stream;

EQUATIONS

if outlet.F < le-6 * 'cm”3/s' then

inlet].CA = outlet.CA;

inlet1.CB = outlet.CB;

inlet1.CS = outlet.CS;

else

inlet].CA*inletl.F+inlet2.CA*inlet2.F+inlet3.CA*inlet3.F+inlet4. CA*inlet4.F+inlet5.CA*inl
et5.F = outlet. CA*outlet.F;

inlet].CB*inletl.F+inlet2.CB*inlet2.F+inlet3.CB*inlet3.F+inlet4. CB*inlet4.F+inlet5.CB*inl
et5.F = outlet. CB*outlet.F;
inlet].CS*inletl.F+inlet2.CS*inlet2.F+inlet3.CS*inlet3.F+inlet4.CS*inlet4.F+inlet5.CS*inlet
5.F = outlet.CS*outlet.F;

end

end

Model column
PARAMETERS

E as porosity;
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A as Real (Unit = 'em”2', Lower = 1e-10, Upper = 100, Default = 5); #Sectional area of the
column

L as lenght (Unit = 'em'); #Column length

N as Integer (Default = 189);

Np as Integer ; #Number of theoretical plates

u as velocity  (Unit = 'cm/s'); #Velocity of the mobile phase

Da as axial dispersion (Unit = 'em”2/s");

KaA as constant (Unit = 'cm”3/s/mol'); #KAds for PspA4Pro

KdA as constant (Unit = 'cm”3/s/mol' ); #KDes for PspA4Pro

KaB as constant (Unit = 'cm”3/s/mol'"); #KAds for the pool of proteins
KdB as constant (Unit = 'em”3/s/mol' ); #KDes for the pool of proteins
VA as ionic_charge; #Number of binding sites of PspA4Pro

XA as ionic_charge; #Steric factor of PspA4Pro

vB as ionic_charge; #Number of binding sites of the pool of proteins
xB as ionic_charge; #Steric factor of the pool of proteins

alfa as ionic_capacity (Unit ="'mol/cm”3"); #Total ionic capacity of the resin

VARIABLES

Ct as concentration;

in inlet as stream;

out outlet as stream;

CA(N) as concentration;
CB(N) as concentration;
CS(N) as concentration;
gA(N) as adsorbed fraction;
qB(N) as adsorbed_fraction;
nCA(N) as concentration;
nCB(N) as concentration;

Q(N) as ionic_capacity;

EQUATIONS
#Total mass balance in the column:

u * A =inlet.F;
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outlet.F = inlet.F;

#Outlet conditions are equal to conditions of plate N:
outlet. CA = CA(N);

outlet.CB = CB(N);

outlet.CS = CS(N);

Ct = outlet.CA + outlet.CB; #Total protein

#Equilibrium dispersive model applied to plates 1 and 2:

nCA(1)=CA(1) + ((1-E)/E)*qA(1);

nCAQ2) = CAQ2) + (1-E)/E)*qA(2);

nCB(1) = CB(1) + ((1-E)/E)*qB(1);

nCB(2) = CB(2) + ((1-E)/E)*qB(2);

diff(nCA(1))+(N*u/L)*(CA(1)- inlet. CA)= Da*(inlet.CA - 2*CA(1) + CA(2))*(N*2/L"2);
diff(nCA(2))+(N*u/2/L)*(CA(2)- inlet. CA)= Da*(inlet.CA - 2*CA(1) + CA(2))*(N"2/L"2);
diff(nCB(1))+(N*u/L)*(CB(1)- inlet.CB)= Da*(inlet.CB - 2*CB(1) + CB(2))*(N"2/L"2);
diff(nCB(2))+(N*u/2/L)*(CB(2)- inlet.CB)= Da*(inlet.CB - 2*CB(1) + CB(2))*(N"2/L"2);
CS(1) = inlet.CS;

CS(2) = CS(1);

#Steric mass action isotherm apllied to plates 1 and 2:

diff(qA(1)) = KaA*CA(1)*(abs(Q(1))"*vA) - KdA*qA(1)*(abs(CS(1))"vA);
diff(qA(2)) = KaA*CA(2)*(abs(Q(2))"vA) - KdA*qA(2)*(abs(CS(2))"vA);
diff(qB(1)) = KaB*CB(1)*(abs(Q(1))*vB) - KdB*qB(1)*(abs(CS(1))"vB);
diff(qB(2)) = KaB*CB(2)*(abs(Q(2))"vB) - KdB*qB(2)*(abs(CS(2))"vB);
Q(1) = alfa - gqA(1)*(vA+xA)- qB(1)*(vB+xB);

Q(2) = alfa - qA(2)*(vA+xA)- qB(2)*(vB+xB);

#Equilibrium dispersive model applied to plates 3 to N-1:
foriin [3:(N-1)] do

nCA(i) = CA(i) + ((1-E)/E)*qA(i);

nCB(i) = CB(i) + ((1-E)/E)*qB(i);
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diff(nCA(D))+(N*u/2/L)*(CA(i+1)- CA(i-1))= Da*(CA(i-1) - 2*CA(i) +
CA(i+1))*(N"2/L"2);

diff(nCB(i))+(N*u/2/L)*(CB(i+1)- CB(i-1))= Da*(CB(i-1) - 2*CB(i) + CB(i+1))*(N"2/L"2);
CS(i) = CS(i-1);

#Steric mass action isotherm apllied to plates 3 to N-1:

diff(qA(i)) = KaA*CA(1)*(abs(Q(i))"vA) - KdA*qA(i)*(abs(CS(i))"vA);
diff(qB(i)) = KaB*CB(i)*(abs(Q(i))"vB) - KdB*qB(i)*(abs(CS(i))"vB);
Q(i) = alfa - gA(1)*(VA+xA)- qB(i)*(vB+xB);

end

foriin N do

#Mass balances applied to plate N:

nCA(i) = nCA(i-1);

nCB(i) = nCB(i-1);

CA(1) = CA(i-1);

CB(i) = CB(i-1);

CS(1) = CS(i-1);

diff(qA(i)) = KaA*CA(1)*(abs(Q(i))"vA) - KdA*qA(i)*(abs(CS(i))"vA);
diff(qB(i)) = KaB*CB(i)*(abs(Q(i))"vB) - KdB*qB(i)*(abs(CS(i))"vB);
Q1) = Q(i-1);

end

end

#PART 3: Description of the process structure

FlowSheet problem

DEVICES

SouA as source;
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SouB as source;
SouC as source;
SouD as source;
SouE as source;
ValA as valve;
ValB as valve;
ValC as valve;
ValD as valve;
ValE as valve;
Mix as mixer;

Col as column;

CONNECTIONS

SouA.outlet to ValA.inlet;
SouB.outlet to ValB.inlet;
SouC.outlet to ValC.inlet;
SouD.outlet to ValD.inlet;
SouE.outlet to ValE.inlet;
ValA.outlet to Mix.inletl;
ValB.outlet to Mix.inlet2;
ValC.outlet to Mix.inlet3;
ValD.outlet to Mix.inlet4;
ValE.outlet to Mix.inlet5;

Mix.outlet to Colinlet;

INITIAL

Col.CA=0 * 'mol/cm"3";
Col.qA=0 * 'mol/cm"3';
Col.CB=0 * 'mol/cm"3";
Col.qB=0 * 'mol/cm"3";

SPECIFY
#Sample application



SouA.outlet. CA = (0.0005233/47210) * 'mol/cm"3";
SouA.outlet.CB = (0.0002462/47210) * 'mol/cm"3';

SouA.outlet.CS =0 * 'mol/cm"3";
ValA.MaxFlow = 0.225 * 'cm"3/s';
ValA.topen = 3945*'s';
ValA.tcycle = 10185*'s";
ValA.phase = 0*'s';

#Application of solution to remove non adsorbed
SouB.outlet.CA= 0 * 'mol/cm"3";
SouB.outlet.CB= 0 * 'mol/cm"3";
SouB.outlet.CS =0* 'mol/cm”3’;

ValB.MaxFlow = 0.225 * 'cm"3/s";

ValB.topen = 1555*'s";

ValB.tcycle = 10185*'s";

ValB.phase = -3945*'s';

#Q150 elution application

SouC.outlet.CA = 0 * 'mol/cm"3";
SouC.outlet.CB = 0 * 'mol/cm”3’;
SouC.outlet.CS = (0.00876/58.44) * 'mol/cm”3";
ValC.MaxFlow = 0.225 * 'cm”3/s'";

ValC.topen = 1557*'s";

ValC.tcycle = 10185*'s";

ValC.phase = -5500*'s';

#Q300 elution application

SouD.outlet. CA =0 * 'mol/cm”"3";
SouD.outlet.CB = 0 * 'mol/cm"3";
SouD.outlet.CS = (0.01752/58.44) * 'mol/cm"3";
ValD.MaxFlow = 0.225 * 'cm"3/s';

ValD.topen = 1561%*'s';

ValD.tcycle = 10185*'s";

proteins
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ValD.phase = -7057*'s";

#Q1000 elution application

SouE.outlet. CA = 0 * 'mol/cm”3';
SouE.outlet.CB = 0 * 'mol/cm”3";
SouE.outlet.CS = (0.0584/58.44) * 'mol/cm”3';
ValE.MaxFlow = 0.225 * 'ecm”"3/s';
ValE.topen = 1567*'s";

ValE.tcycle = 10185*'s";

ValE.phase = -8618*'s';

SET

Col.E =0.90625;

Col.Np =90;
Col.A=531*"'cm”2";

Col.L=13 *'cm';
Col.u=0.042426*'cm/s";

Col.Da = Col.L*Col.u/(2*Col.Np);
Col.alfa=0.002117*'mol/cm”3";
Col.N =300;

ColKaA = 675.711*cm”3/mol/s';
Col.KdA = 807.626*' cm”3/mol/s';
Col.xA =7.69;

Col.vA = 1.71403;

Col.KaB = 291.139*'¢cm”3/mol/s';
Col.KdB = 119.341*'c¢cm”3/mol/s";
Col.xB =25.3136;

Col.vB = 1.2929;

SET

ValB.MinFlow = 1e-6 * 'cm”3/s';
ValC.MinFlow = 1e-6 * 'cm”3/s';
ValD.MinFlow = 1e-6 * 'cm”3/s";
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ValE.MinFlow = 1e-6 * 'cm”3/s';

OPTIONS

TimeStart = 0;

TimeEnd = 10200;

TimeStep = 10;

TimeUnit ='s';

DAESolver (File = "dasslc",Relative Accuracy=1e-4, AbsoluteAccuracy=1e-4);

end

Data

The code described in the previous section can be simulated by EMSO and
information related to CA, CB and CS in column outlet can be provided. Simulated data can
be extracted in “xIs” format by clicking in “Result” tab and “save result”. After extraction,
concentration data (CA and CB) was converted to mg.mL™! with PspA4Pro molar mass (42.7

KDa according to [5]) and data was provided as shown in Figure 6 of the related article [1].
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