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A separacdo cromatografica de biomoléculas com base no tamanho em solucao

é conhecida como cromatografia por exclusdo de tamanhos (SEC). Diferentemente

de outros modos de cromatografia, ela depende da auséncia de qualquer interacdo
entre o0 analito e a fase estacionaria integrada na coluna. Isso oferece uma solucao
ideal para a separacao e analise de proteinas intactas de contaminantes que podem
incluir agregados, excipientes, restos de células e outras impurezas que surgem

da degradacéo. Portanto, a SEC ¢ amplamente usada tanto no desenvolvimento quanto
na fabricacao para caracterizacao de moléculas bioterapéuticas.

Nesse guia, discutimos as separacdes da SEC, o efeito do tamanho do soluto e do
peso molecular, opcdes de selecdo da coluna, importantes consideracoes de fase
movel, regras gerais para uso da SEC e mais.
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A SEPARACAO E DIRETA E DESCOMPLICADA

Com a SEC, as moléculas sdo separadas da maior a menor em propor¢do ao seu tamanho
molecular em solucdo. As moléculas muito grandes séo excluidas do leito empacotado

e eluem primeiro, no volume morto. As moléculas médias poderdo penetrar os poros em varios
graus dependendo de seu tamanho (Figura 1), e as moléculas menores difundindo-se mais
dentro da estrutura dos poros eluem por tltimo.

Moléculas menores passam mais
tempo nos poros e eluem mais tarde

[
Moléculas maiores passam menos
. tempo nos poros e eluem mais cedo

Figura 1: moléculas permeiam os poros da fase estacionaria para extensdes diferentes
dependendo do tamanho.

Saiba mais sobre as biocolunas Agilent para SEC em
www.agilent.com/chem/bioHPLC



A cromatografia por exclusdo de tamanhos é adequada para
separar e quantificar misturas de proteinas e é, portanto,

uma técnica valiosa para o controle de qualidade na fabricacdo
de proteina recombinante. Isso inclui a medicdo de agregados
(dimeros, trimeros, tetrameros, etc.) ou a separacéo de impurezas
e excipientes com baixo peso molecular de proteinas com peso
molecular maior (Figura 2).

mAU+

Compreender e controlar a agregacdo em proteinas terapéuticas

é essencial, pois afeta a eficécia e a vida Util e também pode
resultar em uma resposta imunogénica potencialmente séria.
Regulacdes como ICH(Q6B) definem claramente que os agregados
devem ser resolvidos a partir do produto desejado e quantificado.

Separacao de dimeros

3

801 e mondmeros IgG intactos

1. Adreqados maiores Coluna: Agilent AdvanceBio SEC, 300A
0 ) D?mefo 7.8 x 300 mm, 2,7 ym
604 3 Mondmero (p/n PL1180-5301)

4. Fragmentos Instrumento:  sistema LC quaternario Agilent 1260
o0 5. Excipientes Infinity Bio-inert
404 Taxa de fluxo: 1,0 mL/min
304 Temperatura:  ambiente
204 9 Detector: UV, 220 nm
10 1 5 Injecéo: 5L

4 J\ Amostra: IgG policlonal
; 2 1 6 8 10 12 14 mi Conc. de
. amostra: tampéo de fosfato de sddio de 50

Figura 2: separacéo de excipientes e agregados de IgG.

A ordem de eluicdo segue tipicamente o peso molecular. As
moléculas com o maior peso molecular eluem primeiro. No entanto,

o mecanismo verdadeiro da SEC é baseado no tamanho em solucéo.

A maioria das proteinas é compacta, mas algumas moléculas

de proteina séo cilindricas, entdo podem eluir mais cedo do que
o esperado devido a seu maior raio hidrodinamico em solucéo.
(Figura 3). Além disso, fases moveis diferentes podem afetar

a ordem de eluicdo devido as alteracdes no tamanho em solucao
(raio hidrodinamico ou raio de giracao).

mM, pH 7,0

Figura 3: comparacéo de proteina globular compacta em relagao
a proteina cilindrica.



Escolha a coluna e as condicdes iniciais para a separacao por tamanho de biomoléculas e analises de agregacao, peptideos,

polipeptideos e proteinas

Peptideos, polipeptideos, proteinas, mAbs
MW >0,1-1.250 kDa

Peptideos, polipeptideos, proteinas, mAbs
MW >0,1-10.000 kDa

Selecione a coluna com base na faixa de peso molecular e medida de poro

130A
300A

0,1-100
5-1.250

Condicdes iniciais de separacdo recomendadas

Coluna: AdvanceBio SEC ou Agilent Bio SEC-5
tampéo de fosfato de 150 mM, pH 7,0*

isocratica na faixa de 10-30 min

Fase maével:
Gradiente:

Temperatura: recomendado: 10-30 °C, maximo: 80 °C

100A 0,1-100
150A 0,5-150
300A 5-1.250
500A 15-5.000
1.000A 50-7.500
2.000A >10.000

Taxa de fluxo: 0,1-0,4 mL/min para colunas com 4,6 mm de DI

0,1-1,25 mL/min para colunas com 7,8 mm de DI
Tamanho da amostra: < 5% do volume total da coluna

*Outros tampdes aquosos com salinidade alta e baixa podem ser usados

Para obter informacées adicionais, veja a nota de aplicacéo: Defining the Optimum Parameters for Efficient Size Separations of Proteins

(publicagao n° 5990-8895EN) www.agilent.com/chem/library

Apos o cromatograma inicial, cargas adicionais podem ser necessarias para melhorar a separacéo, manter a solubilidade da proteina ou diminuir
a interacdo da amostra com os meios cromatograficos. A forca idnica da fase movel pode ser ajustada para mais ou menos forca até atingir uma
separagao otimizada. O pH normalmente também pode ser ajustado em + 0,2 unidade. Caso otimizacédo adicional seja necessaria, a faixa para
cima ou para baixo deve ser ampliada. Uma mudanca na temperatura ou adi¢éo de solvente organico também podem ser feitas.

Para protocolos que requerem sal adicional, esses tampdes sdo tipicos:

100-150 mM de cloreto de sodio em 50 mM de fosfato de sodio, pH 7,0
100-150 mM de sulfato de s6dio em 50 mM de fosfato de sodio, pH 7,0
50-100 mM de ureia em 50 mM de fosfato de sodio, pH 7,0. Outros sais
similares (como KClI) e hidrocloreto de guanidina também podem ser
usados.

Faixa de pH: 2,0-8,5

As adicoes potenciais de solvente organico incluem:

5-10% de etanol (ou outros solventes similares como metanol

ou acetonitrila) em 50 mM de fosfato de sadio, pH 7,0, 5%

de DMSO0 em 50 mM de fosfato de sddio, pH 7,0. Observe que pode

ser necessario reduzir a taxa de fluxo para manter-se abaixo da pressao
operacional maxima ao usar fases moveis de maior viscosidade.

Temperatura:

Tipicamente, as separacdes por SEC sédo executadas a 10-30 °C. A
separacdo de proteinas e peptideos pode exigir temperatura mais alta para
melhorar tanto a resolugdo como a recuperacéo de proteinas e peptideos
hidrofébicos. A SEC pode ser executada em uma sala fria para manter

a maxima atividade bioldgica de proteinas sensiveis a temperatura.

A temperatura operacional maxima das colunas Agilent Bio SEC é 80 °C.
Observe que temperaturas mais altas podem denaturar as proteinas.



CONSIDERACOES DE INSTRUMENTACAO PARA A SEC

0 mecanismo de separacéo da SEC significa que o volume de eluicdo, ou o tempo

de retencdo, sdo absolutamente criticos para a analise. Isso exige instrumentagéo

de alto desempenho para garantir a precisao e a reprodutibilidade. As bombas isocraticas
ou bombas de gradiente operando em modo isocratico sdo apropriadas e, entdo, detectores
de indice refrativo (RI), assim como detectores mais convencionais UV ou DAD, podem

ser empregados. Para garantir estabilidade da linha de base, especialmente ao usar

um detector de RI, degaseificador on-line da fase mével e compartimentos termostatizados
sdo altamente recomendados. A operacdo em temperaturas elevadas aumenta o coeficiente
de difusdo, o que resulta em uma melhor resolucdo, melhor reprodutibilidade e menos
tenséo na coluna. Portanto, os compartimentos termostatizados sdo essenciais para

um sistema de alto desempenho.

Operacao robusta e confiavel mesmo em condicoes
de solvente desafiadoras

Tampdes com altas concentracdes de sal como 2 M NaCl ou 8 M de ureia e valores
extremos de pH entre 1 and 13 s&o comumente usadas na andlise de biomoléculas, o que
representa um desafio significativo para os instrumentos de LC. O design dedicado do LC
quaternario 1260 Infinity Bio-inert trabalha sob essas condicdes de solventes agressivos com
facilidade. Titanio resistente a corrosdo no sistema de fornecimento do solvente e materiais
livres de metais no caminho do fluxo da amostra criam um instrumento extremamente
robusto, protegendo ndo apenas sua amostra, mas também seu investimento. O detector
também foi projetado para separacées de biomoléculas e néo afeta a analise de proteinas,
o formato do pico e a recuperacao.

Proteja suas proteinas durante a analise

0 calor pode denaturar proteinas, por isso é importante que a sua amostra seja mantida
em temperatura constante em toda a trajetoria de fluxo de LC. O amostrador automatico
biocompativel da Agilent com loop de amostra inerte pode ser resfriado utilizando-se

um termostatizador de amostras acoplado. Trocadores de calor biocompativeis para o
compartimento de coluna termostatizado mantém a temperatura constante. A Agilent
oferece varias celas de fluxo biocompativeis para permitir a analise confiavel de sua
proteina em varias condicées. Saiba mais sobre as opcdes de cela de fluxo em
www.agilent.com/chem/bioflowcells.

Sistema LC quaternario Agilent 1260
Infinity Bio-inert

Cela de fluxo Bio-inert com etiqueta RFID, 10 mm, 13 pL]
(p/n G5615-60022)



Solucoes de software oferecem novas
informacoes

Ao trabalhar com cromatografia por exclusdo de tamanhos, ha varias
opcdes de software que oferecem suporte a vocé:

« Software HPLC: o software Agilent OpenLAB CDS ChemStation
ajuda vocé a adquirir, revisar e organizar dados de cromatografia
e realizar andlise quantitativas.

«Software GPC/SEC: disponivel como parte do sistema Agilent
GPC/SEC, fornecendo mais informacées com base no peso molecular

« Software Buffer Advisor: elimina as etapas entediantes
e de desenvolvimento de métodos propensas a erros
de preparacdo de tampao, mistura de tampéo e afericdo de pH
atraves da criacéo de gradientes de pH e sal de maneira rapida
e facil.

Caracterizacao molecular abrangente

A SEC pode ser usada para determinar o peso molecular médio

de analitos poliméricos, incluindo moléculas de ocorréncia natural
(polissacarideos, amidos, etc) e polimeros sintéticos (polietilenoglicol
ou oxido de polietileno) (Figura 4).

Para amostras mais complexas ou de proteinas, incluindo vacinas,
frequentemente é necessaria uma forma mais sofisticada

de andlise de dados com software dedicado. Em combinacdo com
os detectores adequados, podem ser obtidas informacdes valiosas
sobre a conformacao da amostra. Consulte a pagina 17 para obter
mais informacdes sobre as opcdes do detector.

Mp
Mn
Mw
T T T T T /T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8.0 10,0 12,0 14,0

Figura 4: separacédo da SEC de polissacarideos mostrando Mw, Mn e Mp.



COMPONENTES DE CARACTERIZACAO
DE EXCLUSAO DE TAMANHOS

Preparo de amostras

0 preparo de amostras para a cromatografia por exclusao de
tamanhos é semelhante aquele para qualquer analise de proteina
para os métodos HPLC. O aspecto mais importante é que a amostra
deve ser soluvel no eluente e ser dissolvida de forma ideal na fase
movel. Devido a dimensao da coluna e da baixa velocidade

linear como resultado de taxas de fluxos relativamente baixas

em comparacdo a outras formas de HPLC (veja "Tamanho de coluna"
abaixo, as concentracdes de amostras e os volumes de injecéo talvez
precisem ser maiores do que o normal. Para proteger a coluna contra
possiveis danos, recomendamos que as amostras sejam filtradas

ou centrifugadas antes do uso para remover particulas. No entanto,
a filtracdo ndo deve ser usada para solubilidade de amostras
precarias, pode ser necessario encontrar um eluente alternativo.

Filtros de ligacao de proteina baixa do Captiva

Para o preparo eficaz de amostras, também é necessario certificar-
se de que os métodos usados para dissolver a amostra ndo alterem
as propriedades da propria amostra. Algumas proteinas podem
agregar (formando dimeros e multimeros de peso molecular maior)
ou dissociar (formando subunidades de peso molecular menor)

sob condicdes de tensdo. Isso pode incluir ciclos de congelamento-
descongelamento, extremos de temperatura, sonificacéo ou até
mesmo concentracdo. Veja o guia de desenvolvimento de método
na pagina b para obter mais informacdes.

Independentemente de qual preparo de amostra vocé estiver realizando, é uma boa ideia

filtrar sua amostra com um filtro de ligacéo de proteina baixa.

Os filtros PES Agilent fornecem ligacéo de proteina baixa consistente e superior para filtracao

relacionada a proteina. As membranas do filtro PES sdo uma opgéo melhor do que as
membranas PVDF para a maioria das analises de LC. O PES Agilent tem compatibilidade

semelhante aos filtros PVDF para solventes LC comuns e é superior em termos de ligacao
a proteina e limpeza. Saiba mais em www.agilent.com/chem/filtration

Filtros PES Captiva

Diametro (mm) Medida de poro (pm) Certificacao Invélucro Part Number

4 0,45 LC Polipropileno 5190-5095

4 0,2 LC/MS Polipropileno 5190-5094

15 0,2 LC/MS Polipropileno 5190-5096

15 0,45 LC Polipropileno 5190-5097

25 02 LC/MS Polipropileno 5190-5098 S
25 0,45 LC Polipropileno 5190-5099



Tamanho da coluna

As colunas da SEC sdo normalmente muito maiores do que as
usadas para outro tipo de cromatografia e sdo operadas em taxas
de fluxo comparativamente baixas ou em velocidades lineares
baixas. As dimensdes da coluna padrédo para a SEC sdo 7,8 x 300
mm, operadas a 1,0 mL/min, em comparacédo a uma coluna de fase
reversa que mais provavelmente tenha 2,1 ou 4,6 x 150 mm e sdo
operadas em velocidades lineares 2 ou 3 vezes maiores. Isso ndo

é efeito do tamanho da coluna, mas devido ao mecanismo da SEC.

Com a SEC, ndo ha aumento na concentracdo de amostras
normalmente vistas com outras técnicas de cromatografia devido

a absorcao ou a interacdo com a fase estacionaria. Portanto, as
amostras analisadas pela SEC sao injetadas em volumes muito maiores
(6-20 pL), frequentemente em altas concentracdes (1-4 mg/mL).

Os tempos de corrida sdo normalmente de 10 a 12 minutos

por coluna (considerando uma coluna convencional de 7,8 x 300 mm
operada a 1,0 mL/min) e os picos s&o comumente amplos, entdo as
altas taxas de coleta de dados ndo s&o necessarias. Para comparacéo
ou quantificacdo de agregacéo de proteinas, € usado o software
HPLC. Para obter informacdes de distribuicdo de peso molecular para
polimeros polidispersos, € usado um software de SEC especifico.

Compreender as propriedades de sua coluna escolhida através do
uso de calibracdo regular é de essencial importancia. Incluindo uma
molécula suficientemente grande, uma grande demais para permear
qualquer dos poros, deve ser possivel determinar o limite de exclusao
para a coluna. De maneira semelhante, usar uma molécula muito
pequena, pequena o suficiente para permear toda a estrutura

do poro, ¢ possivel determinar o limite de permeacéo total da coluna.
Vocé deve, entdo, certificar-se de que a separacdo que vocé esta
tentando alcancar ocorra entre esses dois limites. Se o0 cromatograma
de sua amostra incluir material excluido ou material que elua no ponto
de permeacdo total, é uma indicacdo de que talvez vocé precise usar
uma coluna de tamanho de poro diferente para sua analise.

Aumento da velocidade analitica
com colunas menores

Normalmente, é necessario usar colunas de 300 mm

de comprimento para obter o grau de resolucdo de que vocé
precisa para a analise. No entanto, para melhorar a velocidade
de separacao, vocé pode considerar o uso de colunas de menor
comprimento. A separacdo pode ser conseguida na metade

do tempo usando uma coluna de 150 mm de comprimento. No
entanto, a resolucdo sera prejudicada. Onde for necessaria alta
produtividade, colunas menores podem frequentemente ser
executadas em taxas de fluxo maiores sem o risco de atingir

os limites de pressao de retorno e uma reducéo adicional no tempo
de analise pode ser atingida. Veja a Figura 5.

Coluna: AdvanceBio SEC, 7,8 x 300 mm
Taxa de fluxo: 1,0 mL/min
Amostra: IgG policlonal
mAU 3 1. Agregados maiores
70 2. Dimero
60 3. Monémero
4. Fragmentos
50 5. Excipientes
40 14 minutos
30 tempo de
corrifla

AdvanceBio SEC, 7,8 x 150 mm
2,0 mL/min

Coluna:
Taxa de fluxo:

Amostra: IgG policlonal

mAU 3
60

50

40

3.5 minutos
tempo de
20 corrida

30
2 5

| 4 |

05 1 15 2 25 3 min.

Figura 5: comparacéo da analise usando colunas de 300 mm em relacéo a colunas
de 150 mm para demonstrar a economia de tempo.



Opcoes de fase estacionaria da coluna

Escolha uma coluna de exclusdo de tamanhos adequada para seu
tamanho e tipo de molécula apos determinar a solubilidade da

amostra e a fase mdvel — 4gua, tamp&o ou solvente organico — de
sua separacao. As colunas empacotadas com sorventes a base de
polimeros sdo frequentemente usadas para moléculas poliméricas
com distribuicdes de amplo peso molecular, como heparina, amido
ou celulose. As proteinas e moléculas que tém um peso molecular

E importante lembrar que as proteinas contém varios aminoacidos
com diferentes funcionalidades de cadeia lateral: 4cidas, basicas,
hidrofabicas e neutras/hidrofilicas. Para impedir que ocorram
interacdes com colunas de silica, sdo necessarios tampdes na
fase movel.

A Agilent sugere a faixa de peso molecular para suas colunas e
idealmente sua opcdo de coluna deve cair no meio da faixa operacional.

discreto s&o mais adequadas a fases estacionarias com base de

silica (Tabela 1).

Cromatografia por exclusdo de tamanhos (SEC)

Aplicacédo
Proteinas

SEC-UV/DAD, ou andlise de LS de mAbs,
proteinas e peptideos

Analise de SEC-MS de mAbs, proteinas
e peptideos

Amostras e biomoléculas grandes
com componentes de multiplos pesos
Proteinas globulares, anticorpos

Proteinas, proteinas globulares

Analitos soliveis em agua

Polimeros e oligdmeros de baixo peso molecular,

oligossacarideos, PEGs, lignossulfonatos

Biopolimeros polidispersos, polissacarideos,
derivados da celulose

Polimeros de PM muito alto,
4cidos hialurénicos, amidos, gomas

Tabela 1: opgoes de selecéo de coluna de acordo com a aplicacdo e tamanho da amostra.

Colunas Agilent

Agilent AdvanceBio SEC

Agilent Bio SEC-3

Agilent Bio SEC-5

ProSEC 300S

Z0RBAX GF-250/450

2 ou 3 PL aquagel-OH

v/ PL aquagel-OH 8 ym

v’ PL aquagel-OH 20 5 um

v PL aquagel-OH MIXED-M 8 ym

2 ou 3 PL aquagel-OH
v PL aquagel-OH MIXED-H 8 ym
v PL aquagel-OH 60/50/40 8 um

PL aquagel-OH 60/50/40 15 pm
em série

Observacoes

A tecnologia inovadora mais recente que fornece resolucao
para eliminar reanalises de amostras e velocidade para reduzir
o tempo de analise, melhorando a produtividade do laboratério.

Fornece linhas de base estaveis com deteccdo de MS

Mais opcoes de medida de poro (1004, 1504, 3004, 5004, 1000A
e 2000A) para cobrir uma ampla faixa de analitos

Opcao de coluna Unica para a andlise de proteinas em condicoes
de salinidade alta

Produtos obsoletos que devem ser empregados onde protocolos
ainda exigem o uso da designacéo L35 de USP

A série PL aquagel-OH Analitica tem uma faixa de pH de 2-10,
compatibilidade com solventes organicos (até 50% de metanol),
estabilidade mecanica de até 140 bar (2030 psi) e baixas pressées
operacionais de coluna.

As colunas Agilent Bio SEC para separacées de biomoléculas, inclusive a agregacéo de proteinas e as colunas Agilent GPC para
a analise de polimeros naturais, inclusive a determinacdo de peso molecular de polissacarideos.



Medida do poro

As proteinas s&o relativamente pequenas e compactas em
comparacao a outros biopolimeros, e entdo a medida do poro de
300A é uma boa opcao para uma selecao de coluna inicial. A Figura
6 compara a resolucéo de um padrao de referéncia de mistura

de cinco proteinas e uma amostra de IgG policlonal em colunas

Mistura de padroes de filtracao em gel BioRad

mAU 3 1. Tiroglobulina
2001 Coluna A 2. y-globulina (bovina)
175 1 2 4 3. Ovoalbumina (frango)
150 4. Mioglobina (equina)
5. Vitamina B12
125
5
100
75
50
25
0
2 4 6 8 10 12 14 min.
Coluna A:  AdvanceBio SEC 300A
4,6 x 300 mm, 2,7 pm (p/n PL1580-5301)
Coluna B: AdvanceBio SEC 130A

4,6 x 300 mm, 2,7 pm (p/n PL1580-5350)

Separacéo de IgG policlonal

mAU 3 1. Agregados maiores
70 Coluna A 2. Dimero
60 3. Monoémero
4. Fragmentos
50 5. Excipientes
40
30
20 2
1 5
10 4 J\
0
2 4 6 8 10 12 14 min.
Coluna A: AdvanceBio SEC 300A

4,6 x 300 mm, 2,7 pm (p/n PL1580-5301)

AdvanceBio SEC 130A
4,6 x 300 mm, 2,7 pm (p/n PL1580-5350)

Coluna B:

com diferentes medidas de poros e mostra claramente o efeito
da medida do poro na resolucao. Com poros de 3004, a maior
tiroglobulina de proteina e o dimero de IgC sédo resolvidos, mas
conforme a medida do poro diminui, as maiores proteinas sao
excluidas e ndo ha separacéo.

mAU
600 Coluna B 1
500
400
300
200 2.3 4
5
100 }\
|
2 4 6 8 10 12 14 min.
Instrumento:  sistema LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Fase movel: 150 mM de tampao de fosfato, pH 7,0
Taxa de fluxo: 0,35 mL/min
Detector: UV, 220 nm
Amostra: mistura de padroes de filtracdo em gel BioRad
mAU
100 2,3
Coluna B
80
60
1
40
20 J 5
4
0 A
2 4 6 8 10 12 14 min.
Instrumento:  sistema LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Fase movel: 150 mM de tamp4o de fosfato, pH 7,0

Taxa de fluxo: 0,35 mL/min
Detector: uv, 220 nm

Amostra: IgG policlonal

Figura 6: comparacédo de medidas de poro na resolucdo de padrdes de filtracdo em gel BioRad e IgG policlonal. A area destacada em verde mostra
a diferenca na resolucdo entre as duas medidas de poro. A maior medida de poro é necessaria para a analise das proteinas maiores.



Avaliacao de faixas de permeacao de SEC

Com proteinas é importante reconhecer que o mecanismo de SEC
funciona com a separacéo de solutos dependendo de seu tamanho
em solucdo e ndo de seu peso molecular. Isso fica evidente

ao comparar o esquema de calibracdo das proteinas/peptideos

as curvas de PEG/PEQ e polissacarideos/pullulan, como mostrado
na Figura 7. Os calibrantes de PEG/PEQ e polissacarideos/pullulan
forneceram curvas de calibracdo bastante semelhantes, mas a curva
de proteinas/peptideos é deslocada e tem um formato diferente.

As proteinas sdo compostas de cadeias de polipeptideos
complexas que formam estruturas tridimensionais. Essas estruturas
sao afetadas pelo ambiente ao qual foram expostas, como pH

ou forca ionica. As cadeias fardo o formato mais adequado a elas
e, portanto, sua estrutura e seu tamanho podem variar.

Para demonstrar que o tempo de eluicdo é devido ao tamanho e néo
ao peso molecular, considere os tempos de retencao de calibrantes
com um peso molecular de aproximadamente 50.000, no qual

ha uma diferenca significativa (Figura 8). O PEG elui apds apenas

7 minutos, o polissacarideo elui a apenas um pouco mais

de 7,5 minutos, mas a proteina elui a aproximadamente 9,5 minutos.

Isso demonstra claramente que 0 mecanismo de separacao da SEC é
baseado no tamanho real e ndo no peso molecular. Portanto, ao usar
curvas de calibracdo, & importante especificar quais calibrantes foram
usados. Por exemplo, é possivel afirmar que a amostra de interesse
tem um peso molecular equivalente de polissacarideos/pullulan

de 50.000. Veja a pagina 16 para detectores avancados que superam
esse efeito relativo.

Padrio de calibracio AdvanceBio SEC 130A

1.000.000

100.000

10.000

—e— Polissacarideos

10000 — PEG/PEO
Peptideos/proteinas X

Peso molecular (g/mol)

100

5 6 7 8 9 10 "
Volume de retencéo (mL)

Figura 7: comparacdo de esquemas de calibragdo gerados
para trés tipos de calibrante.
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mAU
I
il
4.000 ‘
— PEG 46.702 (MV nominal) ‘ \
3000 — Polissacarideo 48.000 | \
(MV nominal) |
2.000 ]
— Proteina, ovoalbumina 44.300
(MV nominal)
1.000
0
2 4 6

Figura 8: sobreposicdo de cromatogramas obtidos para calibrantes
de peso molecular semelhante.

(p/n 5190-9416 padrio de calibracio de AdvanceBio SEC 1304, vial de 2 mL)

Uma mistura de proteinas que consiste de proteinas selecionadas cuidadosamente (Ovoalbumina, Mioglobina, Aprotinina, Neuroten-

sina, Angiotensina Il) projetada para calibrar as colunas de exclusao de tamanho AdvanceBio 130A da Agilent. Esse padrao pode
ser usado regularmente para calibrar a coluna e garantir o desempenho ideal do sistema em varias aplicacées envolvendo analise

e purificacdo de proteinas.

Padréo de calibracido AdvanceBio SEC 300A .
(p/n 5190-9417 Padrao de calibracdo AdvanceBio SEC 300A, vial de 2 mL)

Uma mistura de proteinas que consiste de b proteinas selecionadas cuidadosamente (Tiroglobulina, y-Globulina, Ovoalbumina,
Mioglobina, Angiotensina l) projetada para calibrar as colunas de exclusdo de tamanho AdvanceBio 300A da Agilent. Esse padrao
pode ser usado regularmente para calibrar a coluna e garantir 0 desempenho ideal do sistema em varias aplicacdes envolvendo

andlise e purificagdo de proteinas.




Tamanho de particula

0 tamanho da particula também é uma consideracao importante
na selecdo de colunas. Tamanhos de particulas menores fornecem
separacdo mais eficiente, mas existe o risco de degradacao
(cisalhamento/deformacéo) da proteina. A Figura 9 mostra

uma comparacdo entre colunas Agilent 3 um Bio SEC-3 e 5 ym

Comparacao entre a Agilent Bio SEC-3 e a Agilent Bio SEC-5

Analise de anticorpo monoclonal

Bio SEC-5. Havera mais risco de presséo de retorno maior e de
colunas ficarem blogueadas se amostras e eluentes ndo forem
preparados com cuidado. A filtracdo é recomendada para remover
restos e materiais insoltveis. O uso de uma coluna de guarda ou
filtro em linha também pode ampliar o tempo de vida (til da coluna.

Calcular fatores de Rs

Rk mAU .
Coluna: Bio SEC-3, 300A 1. Dimero
7.8 x 300 mm, 3 pm 120 2. Mondémero
(p/n 5190-2511) 3 3. Fragmento de monémero
Coluna: Bio SEC-5, 300A 1004 3um
7.8 x 300 mm, 5 ym
(p/n 5190-2526) 80 :
2
Instrumento:  sistema LC quaternario Agilent 1260 60
Infinity Bio-inert
Fase movel:  fosfato de sadio 150 mM, pH 7 40+
Taxa de fluxo: 1 mL/min 204 5 pm
Detector: UV, 220 nm
. . 0 ,1\}2 3
Amostra: anticorpo monoclonal humanizado
T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 min

Figura 9: comparacéo de colunas Agilent Bio SEC-3 em relacéo a colunas Agilent Bio SEC-5.
A coluna de 3 pm oferece melhor separacéo.

Diametro da coluna

0 diametro da coluna também pode ser importante dependendo
da quantidade da amostra. Se apenas quantidades limitadas

de material estiverem disponiveis, colunas de DI de 4,6 mm
(operadas a 0,35 mL/min) serdo Uteis. Mas é importante minimizar
os volumes do sistema quando usando as colunas de DI menores
para evitar dispersdo excessiva e perda de resolucéo..

A SEC é considerada uma técnica de ndo denaturacdo quando eluentes
aquosos forem usados, e por isso é extremamente Util para o fracionamento
de amostras complexas ou isolamento de um componente de amostra para
analise adicional. As colunas de didmetro grande, como 21,2 mm conforme
encontrado na faixa de produtos Agilent SEC-3 e SEC-5, significam que

as separacoes de preparacéo de laboratorio podem ser realizadas usando
sistemas HPLC analiticos.

T —

= —

Colunas Agilent AdvanceBio SEC 7,8 x 300 mm e 4,6 x 300 mm



Parametros de método

Taxa de fluxo

Para algumas aplicacdes, a velocidade de anélise é crucial. Uma
coluna menor pode ser usada para reduzir o tempo da analise -
150 mm em relacdo aos 300 mm convencionais - ou as taxas

de fluxo podem ser aumentadas ou ambos. No entanto, isso pode
ter um efeito prejudicial na resolucéo, porque a SEC depende

da difuséo interna e externa de um poro para criar um caminho
diferencial através da coluna. Entretanto, como mostrado na Figura
10, é impossivel obter resolucdo suficiente para quantificar

um dimero de IgC em menos de 4 minutos usando uma coluna

de 150 mm a uma taxa de fluxo de 2 mL/min

Coluna: AdvanceBio SEC 300A,
7.8 x 150 mm, 2,7 pm
(p/n PL1180-3301)

Eluente: 150 mM de tampéo de fosfato, pH 7,0
Taxa de fluxo: 0,5, 1,0, 1,5 mL/min (52, 102, 152 bar)
Detector: UV, 220 nm

Injecéo: 5L

Amostra: 19G (2 mg/mL)

Solucédo de problemas de seu método SEC

Problema Fonte

Recuperacdo menor do que o esperado Analitos hidrofdbicos
ou um alargamento dos picos

mAU| A
140
120
100

80
60
40
20

' A N

2 4 6 8 10 12 14 min.

m 0,5mML/Min === 1,0 mL/min 1,5 mL/min

Norm.| B

140
120
100
80
60
40

| JL//\J A

0 2 4 6 8 10 12 14 min.

Figura 10: aumentar a taxa de fluxo diminui o tempo de analise de 12 para 4 minutos (A).
Quando os tempos de retencédo forem normalizados e sobrepostos (B), sera evidente
que os tempos de retencdo séo consistentes e que ha minima reducéo na resolugéo.

Solucao

Adicione uma pequena quantidade (10-20%) de modificador
organico (acetonitrila ou metanol) para a fase movel

Picos que aparecem quando néo deveriam, Interagdes idnicas Aumente a forca idnica - concentragdo de sal a intervalos

com base no peso molecular, ou cauda do pico ou proteinas basicas de 50-100mM; adicione ao tampé&o de fosfato

Formas de pico incorretas Absorcédo néo especifica Aumente a concentracdo de sal ou use um Agilent 1260 Infinity
Sistema LC quaternario 1260 Bio-inert

Retencéo/resolucéo incorreta de analitos Medida de poro insuficiente para Verifique sua medida de poro; veja a pagina 11 para mais

o tamanho de molécula

informacoes



Selecao de fase movel

Interacdes secundarias podem causar dificuldades

Para superar interacdes secundarias indesejaveis, pode ser
necessario realizar a otimizacdo de método. Tais interacdes podem
fazer com que um analito elua mais tarde do que o esperado e pode
dar a impressdo de um peso molecular mais baixo. Pequenos ajustes

na composicdo da fase movel, pH, forca idnica ou modificadores

mAU

3000

2500 4

2000

1500 4

1000 4

500 4

Coluna:

Forca ionica muito baixa:
a lisozima néo elui a partir da coluna Instrumento:

Taxa de fluxo:

Detector:

Injecéo:

Amostra:

mAU

3000

2500 4

2000

1500 4

1000 4

500

Escolha a concentracéo de sal para
proteinas basica, como a lisozima

mAU

30004

25004

20004

1500

1000

500

Use mais sal para reduzir a cauda
do pico

—— Lisozima

—— Mioglobina

—— Ovoalbumina

2 4 6 8 10 12 14

Figura 11: efeito de muita ou pouca forca i6nica ao atingir sua separacédo desejada.

organicos, podem ajudar a superar tais dificuldades (Figura 11).
Também pode ser necessario refinar a opcéo de medida de poro,
combinar colunas em séries, reduzir a taxa de fluxo ou alterar

a temperatura para atingir a separacao desejada.

Agilent Bio SEC-3 300A
4,6 mm x 300 mm, 3 pm
(p/n 5190-2513)

sistema LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
0,35 mL/min

UV, 220 nm

A: tampao de fosfato de 20 mM de eluente, pH 7 + 50 mM NaCl
B: tampéo de fosfato de 20 mM de eluente, pH 7 + 100 mM NaCl
C: tampéo de fosfato de 20 mM de eluente, pH 7 + 400 mM NaCl

5L
proteina (1 mg/mL 20 mM de tampéo de fosfato, pH 7)

50 mM NaCl em tampao de 20 mM

400 mM NaCl em tampéao de 20 mM



Calibracao

Quando vocé tiver optado por uma coluna, sera necessario criar em relacao ao peso molecular (Figura 12). E especialmente

uma calibracdo com padrdes de um peso molecular conhecido. importante escolher padres adequados & molécula de interesse.
Sempre que vocé alterar sua coluna ou fizer alteracdes a fase Para uma separacao de proteina, use os padrdes de peso molecular
mavel, sera necessario repetir a calibracdo. A curva de calibracdo de proteinas. Os padrdes de peso molecular pullulan devem ser

é obtida através da representacéo do tempo de retengéo usado para uma separacdo de polissacarideos.

Coluna: Agilent Bio SEC-5

7.8 x 300 mm, 5 ym
(p/n 5190-2521)

Instrumento:  sistema LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Fase movel: 150 mM de fosfato de sodio, pH 7,0

Taxa de fluxo: 1,0 mL/min

Detector: uv
1.000.000
Volume de retencao
Proteinas
100.000
O Tiroglobulina 670.000 10,07 8,23 7,03 582 577
% y-globulina 168.000 10,88 980 857 655 579
2 10.000
s = 1000A BSA 67000 11,13 1044 944 7,29 6,00
§ A~ 500A Ovoalbumina 45000 11,28 10,83 9,89 790 6,40
[« 19
1000 -@~ 300A Mioglobina 17.000 1144 1128 1042 866 705
-O- 150A \ Ribonuclease A 12700 1152 1141 1058 893 7,32
el VitaminaB12 1350 1200 1259 1178 1149 10,30
T T T 12 1208 1268 1221 1213 11.41

Volume de retencédo (mL)

Figura 12: curvas de calibracdo obtidas através da representacéo do tempo de retencéo em relacédo ao peso molecular.

Idealmente, os padrdes devem ser dissolvidos na fase movel usadas para remover material insolUvel antes da inje¢do. No entanto,
e é necessario ter cuidado para garantir que a amostra tenha sido pode ser necessario analisar as condicdes da fase movel que
totalmente dissolvida. Se a solugé&o parecer turva, sera necessario melhorardo a solubilidade da amostra, ja que os processos fisicos

tomar uma ac4o adicional. A centrifugacdo ou a filtracdo devem ser ~ podem estar alterando a composicéo do peso molecular.




Teécnicas de deteccao avancada

As consideracées adicionais da SEC incluem a opcéo do detector. A adicao de deteccdo do espalhamento de luz avangada aumenta

UV ou arranjo de diodos (DAD) é comumente usado para separacdes  significativamente o desempenho da SEC. O espalhamento de luz

de proteinas. Melhores resultados, ou seja, a maior sensibilidade, para  estatica determina as massas molares precisas, independentemente
peptideos e proteinas serdo normalmente obtidos a 220 nm. Apesar  de calibracdes de coluna e interacdes indesejadas e é complementada

de algumas solucdes de tampao ou modificadores organicos com espalhamento de luz dindmica para estudar o tamanho molecular.
poderem ter muita interferéncia em comprimentos de onda 0 espalhamento de luz aumentou a sensibilidade para fracées
baixos, neste caso, pode ser necessario 254 nm ou 280 nm. grandes permitindo a descoberta de agregacéo em quantidades
Uma desvantagem da deteccéo de UV é que algumas moléculas muito pequenas (Figura 13). E importante selecionar um detector com
ndo possuem um cromaforo, mas como os analitos séo eluidos volume morto baixo para garantir que essas informagdes extra sejam
isocraticamente, é possivel usar um detector de R. obtidas sem sacrificar o desempenho cromatografico.

Coluna: Agilent AdvanceBio 3004,

Instrumento:

Fase movel:

Taxa de fluxo:

Temperatura:
Detector:
Injecéo:

Amostra:

7,8 x 300 mm, 2,7 pm

Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Sistema LC quaternario com
Agilent 1260 Infinity Multi-Detector
GPC/SEC

fosfato de sadio 150 mM, pH 7,0
0.8 mL/min

30°C

UV, 280 nm + Rl + LS 90°

5L

anticorpo monoclonal degradado

40 -
35 -

30 1 — Rl —LS90° — UV,280nm
25 -

12 -
5 A\ Vi

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 14 15
RT (min)

Resposta (mv)

Figura 13: resultados do uso de detectores diferentes em uma separacédo de proteina.



Proteinas conjugadas

Proteinas terapéuticas sdo submetidas a agregacéo e degradacéo
durante todas as etapas de desenvolvimento, como expressao,
reconformacao, processamento downstream, formulacéo,
esterilizacdo e armazenamento. Apesar de agregados/degradantes
estarem presentes em concentracdes extremamente baixas,
podem ter um grande impacto na qualidade de compostos
bioldgicos, levando a perda de atividade, solubilidade diminuida

e imunogenicidade aumentada. A cromatografia por exclusdo de
tamanhos é o método padrao usado para caracterizar a agregacéo
de proteinas e também € exigida para envio e

aprovacdo regulamentares.

Para melhorar a entrega, aumentar a meia vida e aumentar a
poténcia, as proteinas, inclusive os anticorpos monoclonais, podem

8,049

Norm.

1750 DAD1 A, Sinal=220, Trastuzumabe intacto

DAD1 A, Sinal=220, calor/pH
1500 sobrecarregou o Trastuzumabe

1250

(—> Trastuzumabe intacto

1000

750 Fragmentos
Agregado
500

250 =HN

ol

3
12,740

11,684
ﬁ

14,469

2 4 6 8 10 12 14 min.
Coluna: AdvanceBio SEC 300A
7.8 x 300 mm, 2,7 pm
Instrumento: sistema LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Fase movel: PBS, 50 mM de fosfato de sodio contendo 150 mM

de cloreto de sodio, pH 7,4

Temperatura de TCC Ambiente

ser conjugados. Polimeros sollveis em &gua, como polietilenoglicol,
sdo conjugados com a proteina para melhorar as atividades
farmacoldgicas, aumentam sua meia vida na corrente sanguinea

e reduzem a imunogenicidade. Mais recentemente, houve interesse
em conjugados de medicamentos de anticorpos, ADCs, onde
anticorpos monoclonais sdo conjugados a um agente citotoxico
para entrega de medicamentos alvo e eficacia aumentada do
tratamento. Apds a conjugacao, os mesmos estudos de agregacdo
sao exigidos porque a alteracdo nas caracteristicas da amostra
podem representar um desafio maior para conseguir uma
separacdo de SEC. Colunas com ligacdo nao especifica muito baixa,
como a AdvanceBio SEC, sdo necessarias para a analise tanto

do anticorpo como do ADC usando fases méveis aquosas.

Veja a Figura 14.

8,106

mAU
16001 DAD1 A, Sinal=220, ADC intacto

1400{ DAD1 A, Sinal=220, calor/pH
1200 sobrecarregou 0 ADC

1000
800

ADC intacto

ADC degradado

600 Agregado de ADC
400 % /g
0 = A
2 4 6 8 10 12 14 min

Volume de injecdo: 10 L
0,8 mL/min
UV, 220 nm

Taxa de fluxo:

Detector:

Figura 14: a mesma fase movel aquosa foi usada para o mAb e o ADC mais hidrofabico.

Navegue até um resultado hem-sucedido

Com uma grande quantidade de biocolunas e colunas de moléculas
pequenas, a coluna de LC Agilent e 0 NAVEGADOR de preparo de
amostras ajudardo vocé a escolher a coluna certa para sua aplicacéo.

0 NAVEGADOR apresenta quatro opcdes de pesquisa simples:

 Por composto usando a lista suspensa
 Por método de USP

« Por part number, com referéncias cruzadas para colunas de LC

e produtos de preparo de amostras para encontrar a melhor

reposicao da Agilent

« Por coluna, com recomendacdes baseadas
em método



« Idealmente, as amostras devem ser dissolvidas na fase movel
« Se a amostra estiver turva, podera ser necessario alterar as condicdes da fase movel

« Podem ser usadas filtrac&o ou centrifugacdo para clarear as amostras, mas esses
processos podem alterar a composicdo do peso molecular da amostra

-
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« Para dissolver uma amostra, usa-se em alguns casos aguecimento leve,
agitacdo por vortex ou sonificacdo, mas deve ser aplicado com cuidado porque isso pode alterar a composicéo do peso molecular

» Também & necessario ter cuidado para garantir que a amostra ndo seja alterada durante o armazenamento

« E necessario preparar amostras novas e analisa-las assim que possivel

« 0 crescimento bacteriano pode se desenvolver rapidamente em solugdes de tampé&o

» Amostras feitas em alta concentracdo também podem ser alteradas com o tempo, resultando em agregacao ou até mesmo precipitaco

« Para garantir a integridade da amostra, a SEC
é realizada lentamente em colunas longas

« Os comprimentos das colunas sao
normalmente de 250 ou 300 mm

o Ataxa de fluxo normal é de 1,0 mL/min
emuma colunade DI 7.50u7,8 mme
0,35 mL/min em uma coluna de DI 4,6 mm

« As colunas sdo frequentemente
executadas em série para aumentar a
resolucdo em aplicac6es de biopolimeros

« Tamanhos de particulas menores sao
usados para aumentar a resolucao
em aplicacdes de proteinas

» Separagées feitas em colunas de 150
mm com tamanhos de particulas menores
podem reduzir o tempo analitico

Opcao de fase estacionaria
da coluna

« N&o deve haver interacées nao
especificas entre analitos e a fase da coluna

« Sorbentes com base de silica sdo usados para analisar peptideos e proteinas

« Sorbentes baseados em polimeros sao para analisar biopolimeros

Parametros da coluna

» Medida do poro—depende da faixa de peso molecular da amostra para evitar a excluséo
de componentes da amostra e maximizar o voluma na regido da separacao exigida

» Medida da particula—use particulas menores para maior resolucdo (mas maior presséo
de retorno)

« Comprimento da coluna—meio-termo entre resolucdo e tempo de analise

« Id da coluna—use colunas menores para consumo reduzido de solvente e menor
volume de injecéo

« A fase mavel deve conter tampao/sal para superar interacdes idnicas, mas muito pode causar interagdes hidrofobicas

« Ndo altere o analito para evitar degradacdo/agregacéo, etc

« Prepare uma fase mavel nova e use-a prontamente, pois o crescimento bacteriano é rapido em tampéo diluido armazenado

a temperatura ambiente

« Avida util do tampé&o é de menos de 7 dias, a menos que refrigerado

« Filtre antes de usar para remover particulas em dgua (menos provavel) ou em sais de tampao (mais provavel)

« Tampées de fosfato com pH alto (particularmente em temperatura elevada) pode reduzir significativamente a vida Util da coluna ao usar

colunas de silica

Saiba mais sobre as biocolunas da Agilent para SEC em



Desafios crescentes exigem melhores respostas. Nossas solucdes permitem que cientistas
biofarmacéuticos inovem na investigacdo de doencas, aceleram a descoberta de drogas

e apresentam maior confianca durante o desenvolvimento e a producéo.

Conheca as solugées Agilent para biofarmécia

Saiba mais
www.agilent.com/chem/BioHPLC

Encontre um centro de atendimento ao cliente
Agilent em seu pais
www.agilent.com/chem/contactus

Brasil
0800 7281405
chem_vendas@agilent.com

Europa
info_agilent@agilent.com

Asia e Pacifico
inquiry_Isca@agilent.com

Somente para uso em pesquisas. As informacdes, descricdes e especi-
ficacdes nesta publicacdo estdo sujeitas a mudancas sem aviso prévio.
A Agilent Technologies nédo sera responsavel por erros contidos neste
documento ou por danos incidentais ou consequenciais em relacéo

ao fornecimento, desempenho ou uso deste material.
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