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.  INTRODUCCION

La biotecnologia, es una area integrada de las ciencias como la biologia,
la bioquimica, quimica, microbiologia y ciencias ingenieriles que se encarga de
transformar el material biolégico. Es una drea desafiadora de actuacién del
Ingeniero de procesos, que se ocupa de desarrollarlo y llevarlo a escala

industrial.

La transformacién del material de origen bioldgico enmarca Ia

fermentacién y la recuperacién (separacion y purificacion) del producto.

Seleccionar y disefiar un proceso de separacion y purificacion en la
industria de la biotecnologia, era muy dificil hace algunos anos atras, debido a
la escasa documentacion de las propiedades de los productos a ser separados
asi como también de un sistema de programacién matematica que organice tal

informacion.

La separacién y purificacién de una proteina fermentada son elementos
criticos en los procesos biotecnolégicos modernos, ya que estos representan el
mayor costo de manufactura. Por lo tanto, la produccion de proteinas depende

no solamente de la innovacién en la Biologia molecular e inmunologia, para la
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sintesis y obtencion de productos, sino también como innovacién en el proyecto

de las operaciones de separacion y purificacion.

Una alternativa de solucién del problema de sintesis de procesos de
purificacion se auxilia de reglas heuristicas (basadas en la experiencia) que
establecen las siguientes decisiones. (Asenjo.et. al., 1998):

- Definir los requerimientos (utilizacién) del producto final,

- Escoger los procesos de separacién basado en sus propiedades

fisicas, quimicas o bioquimicas,

- Separar las impurezas que se encuentran en mayor proporcién, al

inicio,

- Realizar las operaciones unitarias de alta resolucién, inicialmente.

Por otro lado, la optimizacién de procesos se muestra como una
herramienta eficiente tanto para el proyecto como para las operaciones
unitarias de procesos quimicos. En los Ultimos afios, han surgido también
importantes aplicaciones en procesos biotecnoldgicos (Bailey, 1998). Para el
problema de sintesis de procesos debe ser definida una superestructura de
operacion, las cuales son representadas a través de un problema de

programacion mixta entera (Biegler et. al. , 1997)

En este trabajo, se desarrollard un modelo mateméatico de optimizacion
de procesos de purificacién que considere las propiedades fisico-quimicas de

las proteinas presentes, las caracteristicas de las etapas de cromatografia, las
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decisiones de elegir y la secuencia de pasos de purificacién. La solucién del

modelo sera mediante el software de optimizacién denominado "Sistema de

Modelage de Ecuaciones Algebricas" (GAMS).

El problema trata la seleccién optima de pasos de purificacion desde una

mezcla inicial, compuesta de un conjunto de proteinas, a un producto final de

especificacion predefinido.

1.1

IMPORTANCIA

La seleccion de un eficiente proceso para purificar proteinas es
uno de los mayores centros de interés en la industria bioquimica, desde

que nuevas técnicas de ingenieria de procesos fueron desarrolladas.

La purificacion de una proteina es un proceso muy importante y
de mucho cuidado, ya que de esta etapa depende la calidad del
producto final. Mas aln si se trata de productos medicinales como
antibioticos y vacunas, donde se requiere purezas de hasta 99% o 99.9
%, es por eso que se recomienda el uso las operaciones

cromatograficas.

12



1.2

1.3

OBJETIVOS

El presente trabajo pretende alcanzar los siguientes objetivos:

Objetivo principal

- Solucionar el problema de sintesis de procesos de purificacién de

proteinas, mediante un modelo de programacién matematica que

genere soluciones alternativas a las de un sistema especialista.

Objetivos secundarios

- Seleccionar las etapas de purificacion, basado en valores
cuantitativos de propiedades fisico-quimicas de la proteina de
interés y de las proteinas contaminantes.

- Comparar la calidad de solucién generada por las dos

metodologias.

RESUMEN

La importancia de la etapa de purificacion en un proceso
biotecnoldgico sirve para desarrollar la optimizacion de éste, teniendo en
cuenta las técnicas cromatogréficas a ser usadas en la purificacién de

sistemas bioquimicos de multicomponentes.
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Los principales descubrimientos en la sintesis de las etapas de
purificacion de proteinas, es la seleccién y el ordenamiento apropiado de

las etapas del analisis cromatografico.

En la presente tesis, después de desarrollar el capitulo
introductorio, se presenta los procesos biotecnoldgicos que se llevan a

cabo después de la fermentacién, los que estéan divididos en tres grupos:

a) Transporte de insolubles, donde es seleccionado la parte en la
cual se encuentra nuestro producto de interés.

b) Separacién de productos, esta etapa incluye las operaciones
de ruptura de la célula (si el producto es intracelular) remocion
de tejido y "refolding” (reflujo; si presenta cuerpos incruétados).
El producto remanente es una mezcla de proteinas, incluyendo
la proteina de interés, las cuales tiene propiedades fisico
quimicas similares.

c) En la etapa de purificacion, todas las proteinas son sometidas
a una secuencia de operaciones cromatograficas a fin de

alcanzar el nivel de pureza deseado para el producto.

También en el capitulo Il se trataran las metodologias para la
solucién de problema de sintesis de procesos, la primera de ellas es la
optimizacion de procesos en la que presentamos los diferentes

problemas de optimizacién como son programacion lineal(LP), no lineal
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(NLP), programacién mixta entero lineal (MILP) y programacién mixta
entera no lineal (MILNP); el segundo método es mediante un sistema
especialista, este método combina reglas y relaciones matematicas que
manipula una base de datos para seleccionando y dando una secuencia

de operaciones para la purificacién de proteinas.

En el capitulo Il hacemos un andlisis del problema, como éste es
resuelto y las comparaciones que se hacen entre las propiedades, hasta
obtener el factor de concentracién que es el que nos va indicar el grado

de separacion de cada proteina.

El capitulo siguiente abarca el modelo matematico, que inicia
mostrando los indices, las variables y los parametros, posteriormente se
describen con relaciones matematicas el calculo del factor de
concentracion, a continuacion se presentan cuatro formas de
restricciones y la funcién objetivo a ser minimizada. El modelo resultante
es un problema MILP que es resuelto con la ayuda del software

denominado (GAMS).

En el capitulo de resultados, el modelo es probado en tres
ejemplos, conteniendo hasta 13 contaminantes y 22 pasos
cromatograficos, para luego ser comparados con los resultados
obtenidos con el método de un sistema especialista (resultados

proporcionados por el centro para la Ingenieria Bioquimica y

15



Biotecnlégica - Universidad de Chile), para finalmente presentar las

conclusiones y recomendaciones en el dltimo capitulo.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

En la purificacion de proteinas de elevados porcentajes de pureza (99 —
99.9) se realizan innumerables ensayos cromatogréficos en laboratorio, hasta
obtener la sequencia ideal de purificacién. La aplicacién de multiples ensayos
cromatograficos se debe a que las proteinas son complejas, es por eso que el
proceso de purificacion esta siendo ahora estudiada previamente con
herramientas que minimizan el nimero de técnicas a aplicar, una de ellas es el

trabajo de investigacion realizado en esta tesis.

Para un mejor entendimiento definiremos algunos términos usados

frecuentemente en la presente tesis.

- Proteinas.- Esencialmente constituida de polimeros de
aminodacidos (aa) y otras sustancias mas o menos complejas.
Consta de carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno, a veces
también de azufre, fésforo y yodo. Pueden ser albiminas o

globulinas [4].

- Sintesis.- Composicién de un todo por la reunién de sus partes.
Generacion y seleccion de alternativas para la integracién de
sistemas, compuesto de componentes conocidos o existentes,

para especificaciones funcionales de un sistema.
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- Sintesis de procesos.- Seleccion sistematica de configuraciones

de procesos [10].

2.1 PROCESOS BIOTECNOLOGICOS

Los procesos biotecnoldgicos denominados “"procesos de corriente
interna’, pueden describirse faciimente en el diagrama de bloques que se

muestra a continuacion.

Producto fermentado

I
i .

Caldo fermentado Transporte de insolubles

s ”>
Si el producto eparacion

A 4
— Ruptura de la célula

v

Separacion de tejido

_ de productos
es intracelular

Si present?\

E—— "Refolding"

cuerpos incluidos

v
Purificacién

Figura 1 Procesos BiotecnolGgicos
Fuente: (Asenjo, 1990)?
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2.1.1 Transporte de insolubles

Es la etapa previa al proceso de separacion en la industria de
la biotecnologia, en esta etapa es separada del caldo fermentado
todo el material sélido al que llamaremos mezcla de proteinas y en la

que se encuentra la proteina a ser purificada.

2.1.2 Separacion de productos

En este proceso se llevan a cabo en varias etapas

dependiendo de coémo la proteina fue obtenida, puede ser

intracelular o extracelular. EIl objetivo de estas etapas es recuperar

el producto en solucién después de la fermentacion.

2.1.2.1 Producto intracelular.

a) ruptura de la célula.- Si la proteina de interés se encuentra
dentro de la célula, en otras palabras si el producto es
intracelular, la célula es rota, para esto existe mecanismos de
rompimiento de célula como: mecénicos o fisicos (molino de
bolas y homogenizador, para escala industrial; presién osmdtica,

para escala de laboratorio), quimicos (mediante detergentes,
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solventes vy lisis enzimatica). La aplicacién de estos mecanismos

va a depender del tipo de producto.

b) remocicdn de tejido.- Una vez que la célula fue rota, partes de
tejido celular que se encuentran formando parte de la mezcla
tiene que ser separada; dependiendo del producto; existe
mecanismos de separacién o de remocién que se llevan a cabo,
estos pueden ser: filtracion (tangencial), precipitacion y

centrifugacioén.

c) “Refolding".- (reflujo) Sélo se aplica si después de separar el
‘ tejido celular, quedan cuerpos incluidos. La finalidad de este

proceso es concentrar la mezcla de proteinas.

2.1.2.2 Producto extracelular.

Cuando el producto es extracelular, la separacién se lleva a
cabo de tal manera que no dafie la estructura del producto, se

debe evitar usar mecanismos mecanicos.
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2.1.3 Purificacion de alta resolucion.

Este proceso es la mas importante porque de ella depende la
calidad del producto final. Para realizar este proceso se tiene varias
alternativas que se usan en secuencia, a fin de obtener una alta

pureza con un numero minimo de técnicas.

Las técnicas cromatograficas; que consisten en la separacion
diferencial entre la fase mévil y la fase estacionaria; son del tipo
columna y en la mayoria de aplicaciones, la fase estacionaria
consiste de particulas esféricas las cuales estan dentro de la
columna. Las técnicas cromatograficas que se usan para el

desarrollo del modelo se describen a continuacion:

a) Cromatografia por interaccién hidrofébica (HIC).- Esta
técnica cromatografica se usa cuando los aminoécidos son
hidrofébicos donde ocurren elevadas fuerzas iénicas. Esta
compuesta de una columna empaquetada (puede ser un fenil),
buffer y un equipo de filtracién. Las proteinas son disueltas en

buffer

b) Cromatografia de intercambio catiénico.- Grupos "-' donde el
punto isoeléctrico (Pl) es mayor que el pH. Consiste de una

columna y un buffer. En este proceso las moléculas del soluto se
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separan basandose en las diferencias de comportamiento 4cido
base. Para este proceso la columna se llena con una resina
sintética de poliestireno sulfonada que contiene grupos cargado
fijos. Se hace pasar una serie de disoluciones salinas de

diferente fuerza idnica.

Cromatografia de intercambio aniénico.- Grupos "+" en donde
el pH es mayor que e PI, esta compuesto por una columna y un
buffer. La columna contiene una resina dieteilaminoetil celulosa
que contiene grupos cargados fijos a pH 7.0. Se consigue la
resolucion de las mezclas de las proteinas y la eludicién sucesiva
de los componentes de la columna, haciendo pasar una serie de

tampones a diferente pH.

Cromatografia por gel filtracién.- Consiste de una columna
empaquetada con gel porosa y dependiente del gradiente del
peso molecular ira acumulandose en la columna. Este método
se basa en una propiedad biolgica de algunas proteinas:
capacidad de union especifica, en el enlace covalente con otra
molécula llamada ligando. La proteina unida especificamente a
las particulas de la columna es después eluida, frecuentemente

con una disolucién de la molécula de ligando libre.
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2.2 DESCRIPCION DE LA OBTENCION DE LAS PROTEINAS ALBUMINA

DE SUERO BOVINO, ECOLI_S8 Y SOMATOTROPINA

2.2.1 Suero de Albumina bovino.

Se encuentra en el plasma y en alto porcentaje en el

ganado joven, se usa para fabricar vacunas, un estudio reciente

indica que produce un sindrome clinico similar a la encefalopatia.

2.2.1.1 Método de obtencién.- La separacion de las proteinas

del plasma se muestra en el siguiente diagrama de

bloques.
plasma
Sal ¢ i Filtracion /centrifugacién
soluciéon - m
¢ precipitacién pH.(5.2)
filtracion
v

Albumina + contaminantes

25 - 30% l

purificacién

Figura 2. Obtencidn de suero de albumina bovino

Fuente: (Lienqueo,1998)
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El plasma se centrifuga luego se somete a una
combinacion de pHs, se fracciona con sal, luego se
realiza un ultrafiltrado del producto por diafiltracién para
finalmente someterla a una purificacién de alta
resolucién y posteriormente secado. La preparacién
final se lleva a cabo bajo estrictas medidas de higiene

con la finalidad de evitar la introduccién de pyrogenos.

2.2.2 Ecoli_s8.

Es una proteina proveniente de la fermentacién de la
Escherichia coli, esta proteina se encuentra en animales y
humanos, su obtencién y caracterizacion es similar a la

Somatotropina. Actualmente se encuentra en estudio.

2.2.3 Somatotropina.

Es wuna proteina hormonal (compleja) generalmente

producida en el ganado (bST) por la glandula pituitaria localizada

en la base del cerebro de los animales. En los humanos también

se encuentra presente.
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Esta proteina es inyectada en las vacas para aumentar la
produccion de leche, en los humanos también influye en las
glandulas mamarias, pero su mayor aplicacién se observa en el

crecimiento.

2.2.3.1 método de obtencion.- Se retira el gen del ganado y se
inserta en una bacteria llamada Escherichia coli. Esta
bacteria que se encuentra en el tracto intestinal de
humanos y animales acttia como una fébrica diminuta vy
produce cantidades grandes de somatotropina en
condiciones controladas de laboratorio. La somatotropina
producida por la bacteria es purificada, mediante los
procesos de purificacién de alta resolucién para
posteriormente ser inyectado en la glandula mamaria de

las vacas.

2.3 METODOLOGIAS PARA LA SOLUCION DE PROBLEMAS DE SINTESIS

DE PROCESOS

2.3.1 Optimizacién de procesos

La optimizacion de procesos se encarga de formular y

modelar problemas para la optimizacién, se aplica en cualquier
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proceso productivo, donde se determina la mejor solucién de un

modelo.

La optimizacion esta relacionada con la matematica aplicada

(computacion), investigacion operacional, ingenieria y economia.

Los problemas de sintesis de procesos son de naturaleza
combinatoria, desde que se ven involucrados decisiones discretas
(tienen los valores 0 o 1). Esta compuesta de los siguientes
elementos:

- Funcion Objetivo.- indicador cuantitativo de la solucién, por
ejemplo: costo (inversion, operacién), lucro, productividad, etc.

- Variables.- independientes o dependientes, por ejemplo:
condiciones de operacion (temperatura, presion, flujo, etc.),
dimensiones del equipo

- Restricciones.- son inecuaciones o ecuaciones que indica por
ejemplo los limites de operacidn, pureza (especificacion del

producto)

2.3.1.1 Métodos de blisqueda del 6ptimo

Este método se basa en la busqueda de una
solucion dptima o un camino 6ptimo. En la optimizacién de

procesos, la mejor solucién es buscando el punto maximo o
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minimo, esta busqueda se realiza linealmente (ver figura 3)
mediante el método ramificado para problemas mixto
enteros. Si la busca es lineal se representa mediante un
vector el que tiene una direccidén y un tamafio de procura, la
cual puede variar si uno lo requiere y através de esta
busqueda el vector puede perderse (no llegar a la mejor
solucién) es por eso que se le da restriciones. El método
de busca ramificada por ser el método aplicado en el

desarrollo de esta tesis se estudia en detalle mas adelante.

F(X)

1 2 3 ' < 5 X
Figura 3 Representacién del método de busca lineal.

Fuente: (Himmemblau, 1989)"
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a) Representaciones
La busqueda através de un sistema mixto entero se
representa en forma de drbol y red los que tienen los
siguientes componentes:
- nudos.- componentes principales y
- arcos.- interconexiones principales
a.1) Arbol (trees).- Representacion sin ciclos. Tiene estructura
en serie, cada nudo conectado por lo menos a otro nudo.
Las principales caracteristicas son: su representacion es
implicita de alternativas, la generacién de alternativas es

por descomposicion y la optimizacién requiere

separabilidad y monotonicidad.

3aa 4aaa

4cee

3cd 4cdd

Figura 4 Representacién en arbol

Fuente: (Pinto J. M., 1998)1 17

28



a.2) Red (networks).- puede presentar ciclos. Arcos y nudos
poseen variables asociados a ellos. Sus principales
caracteristicas son: representacién  explicita de
alternativas, generacién de alternativas obtenidas por

superposicion y optimizacién hecha simultdneamente.

3a 4a,3b

Figura 5 Representacién en red.

Fuente: (Pinto J. M., 1998)/'?

b) Método de busqueda

La siguiente funcion representa un problema tipico de
Optimizacioén:
min Z = .zlci(yi) (A)
1=
s.a.
ElBﬁ(y")Saj j=1, ..... ,m

(B)
Yi ey.iD
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donde:
y® : conjunto de decisiones discretas

a; 20 ©)
C;(y;), B;;(y;)20 condicion de monotonicidade

Para visualizar este problema se analizara mediante el
siguiente ejemplo (ver también estrategia de busca)

Si:

1 escoje el componente i del tipo 1
2 escoje el componente i del tipo 2

Tenemos que:

Niveles de expancion =N =3
El numero de soluciones alternativas = 2" =28
El nimero de nudos =21 _ 4 =15

Esto se observa en la siguiente figura.

y3=1

Figura 6 Método de busca
Fuente: (Pinto J. M., 1998)!"”

como delerminamos la solucién optima del problema?
Teniendo en cuenta los siguientes puntos:
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1. Enumeracion exhaustiva: examinar todas las posibilidades.

Es un método restringido a problemas de baja dimensién
2. Enumeracién dindmica: ("Rama e union"). considera los

nudos k y /, donde /es descendente de k (ver figura 7).

/

Figura 7 enumeracién dindmica
Fuente: (Pinto J.M., 1998)/"®

Entonces se genera dos sub problemas:

sub problema parcial p*

Z*= ),f“.C( ) -
=i
s.a.
k -
,E:IB'J(y’) = af 1= 1,.....,m (E)

sub problema parcial p*

I
S.da.
1
E‘IBU()’,)SCUJ j:l’ ..... ,m (G)

Dados estos dos sub problemas p* y p’ , Se tiene las siguientes
propiedades: ,

1 Sip"es inviable, entonces p’también es inviable

2) Si p'fuera viable entonces p* es viable y Z* < 7'
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3) Si p" fuera viable entonces se tiene una solucién viable para
el problema de valor Z" (limite superior)

c) Estrategia de busca
Se basa en la busca ramificada, esta estrategia es
aplicada por el software para resolver el modelo de

optimizacién generado.

C.1) Primera longitudinal (Degth First). - El principio de
estrategia de busca es expandir la rama con el nudo

2 12

2 10<
‘ 6 13
10

inv<
1 1<
14
Figura 8 estrategia de busca "Degth First"
Fuente: (Pinto J.M, 1998)"",
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abierto mas reciente (7), (10) y (12) luego (13),

regresamos hasta (7) avanzamos por (8) vy

asi

sucesivamente, logrando determinar que el nudo (9) es la

respuesta por ser el que tiene el menor valor de todos los

nudos finales. Notese que fueron examinados 10 nudos,

de los 14, débido a que a partir del nudo 11 no se

continia por ser mayor que los nudos analisados y

tenemos una inviabilidad (ver (b) enumeracion dindmica).

¢.2) Primera Anchura (Breadth First).- Normalmente envuelve la

busca por el menor nimero de nudos, es en paralelo,

primero analisa el nudo (5) por ser menor, luego

12
: 10<

13
1 7 4 9

3 8
4 10

0
2 inv<
1

15

2 11
14

Figura 9 estrategia de busca "Breadth First"
Fuente: (Pinto J.M., 1998)"%
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encontramos una inviavilidad y el nudo (11), pero
observamos que tenemos un nudo de valor (7) continuamos
el analisis por ese lado hasta llegar al mismo valor del nudo
(9), notese que sélo fueron examinados 8 nudos: la
desventaga de esta estrategia es que exige mayor

capacidad de almacenamiento (mayor memoria).

2.3.1.2 Modelos de optimizacién

Los modelos de optimizacion son: programacién lineal
(LP), programacién no lineal (NLP), programacién mixta

entera lineal (MILP) y mixta entera no lineal (MILNP).

a) programacion lineal (LP).- Un problema es llamado de
LP si la funcién objetivo y las restricciones son lineales,
para todas las variables continuas. La estructura

general de un modelo de LP es:

Min f(x) = CTX (H)
s.a
h(x) = AsX - by = 0 Iy
9(x) = AsX - by <0 ()
Vxe R

La solucion de este modelo es aplicando el algoritmo

simplex [11].
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b) programacion no lineal (NLP).- Es cuando la funcién

objetivo es lineal y por lo menos una de Ilas
restricciones es no lineal, para todas las variables
continuas. La solucion de este modelo es aplicando

algoritmo SIMPLEX, gradiente reduzido o el de Newton

[5].

¢) programacion lineal mixta entera (MILP).- Se da
cuando tiene variables continuas y discretas, la funcién
objetivo y las restricciones son lineales. Se dice entero
porque se tiene un numero fijo de respuestas (técnicas
cromatograficas), mixto lineal porque la busqueda es
mediante ramificaciones (ver pags. 32 y 33), el trabajo
de tesis es desarrollado en este modelo y tiene la
siguiente estructura:
min f(y,u,x) (K)
s.a.
aly,ux) <0 (L)
h(y,u,x) =0 (M)
yey° D: variable discreta
ue u” P: problema

f,g,h: son funciones lineales

c.1 modelage con variables 0 - 1.- Generaciones de

restricciones lineales
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_ 1 sij es  seleccionado
¥ i

0 caso  contrario

- RESTRICIONES DE MULTIPLE ELECCION

a) Seleccionar por lo menos 1

Y, >1 (N)

J

IR E

J

b) Seleccionar exactamente 1

¢) Seleccionar como maximo 1

;5:5113 <1 ()
- IMPLICACIONES
a) Si - enfonces (si k seleccionado entonces
seleccione |: Yk 2Y))
Yk-Y;<0
Ye=0 2> Y;=20
Ye=1 2> Y;>1
b) Siy solamente si Yy €= Y,
Ye-Y;=0
¥ =Y
- RESTRICCIONES MIXTAS
a) Si / seleccionado, g(x) < 0 debe ser aplicada.
g(x) < M(1-Y)) ' (P)
Yi=1 2> g(x)<0 Q)

Yi=0 > g(x) <M, (M limite superior para g(x))
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b) Restricciones disyuntivas

fix) <0 ofy(x)<0 (R)
E-M.Y; <fi(x) < M.(1-Yy) (8)
E-MY: <fofx) < M.(1-Yy) (T)
Yi+Ya=1 (V)

SiYi=1 S>E-M <fi(x) <0 (V)
E <fp(x) < M (W)
E numero “pequeno”

Teniendo el modelo, la solucién se realiza por los
metodos: “Branch & Bound” (busca en arbol ver seccién
2.3.1.1) o “Branch & Cut” (este método aun esta en

estudio) [11].

d) Programacion mixta entera no lineal.- Es cuando
tiene variables continuas y discretas, la funcién objetivo
es lineal y por lo menos una de las restricciones es no
lineal. La solucion de este modelo es por

descomposicién de Benders [11].

2.3.1.3 Estrateqgias de optimizacion

Las estrategias de optimizacion son seis:
Optimizacién unidimencional sin restricciones, estrategia

multivariables sin restricciones, estrategia multivariables
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com restriciones (programacion no lineal), programacion
lineal, programacién mixta entera lineal y programacién
mixta entera no lineal. Aca sdlo trataremos brevemente las
dos primeras, las otras cuatro estrategias se enfocaron

anteriormente (ver seccion 2.3.1.2).

a) Optimizacion Unidimensional sin restricciones (busca en

una linea)

motivacion: (ver figura 3)

* Reduccidn de problemas multivariables a monovariables
(por substitucién de la restriccion en la funcién objetivo)

* Problemas inherentemente monovariables

* Aplicacién en algoritmos multivariables con o sin

restriccion como sub problema

Tipos de métodos: [11]
Los métodos de solucién de esta estrategia sélo se indica

a manera de informacion.

a) Método de reduccion del intervalo de busca
dividido en dos fases:
1. fase de definicién de los limites
2. fase de refinamiento del intervalo
e Meétodo de la Biseccién
« Método de la seccion
b) Método basado en derivadas
1. Newton - Raphson

2. Secante

¢) Método de aproximacién polinomial
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1.
2.

3

Método de aproximacién cuadratica
Método de aproximacion cuadratica sucesiva

Método de aproximacién cubica

b) Optimizacion multivariable sin restricciones

basado en dos grandes clases [11]:

b.1._Meétodo de busca directa.- Utiles para f(x) o Vi(x)

discontinuas

Enumeracién exhaustiva

Optimizacion evolucionaria

Método de busca simplex

Método simplex modificado (Nelder & Mead)
Método de Hooke y Jeeves

Metodo de las direcciones conjugadas de Powell

. Métodos basado en el gradiente.- Es mas eficiente:

Método de Newton

Método genérico

Método de pasos decendientes
Método de Marquardt

Método cuasi-Newtonianos

2.3.1.4 Softwares de optimizacion

Los softwares de optimizacion son: Programacion lineal

(MATLAB, Lindo y GAMS), programacién no Lineal
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(MATLAB, Gino y GAMS), MILP (Lindo y GAMS) y en

MINLP GAMS; a continuacién se describe alguno de ellos:

a) Lindo

El' programa lindo es un software iterativo para la
solucion de problemas LP(“linear programming” o
programacion lineal) y MILP ('mixed integer-linear
programming” o programacién mixta entera lineal). Para
accezar al programa, basta, en el "prompt" del MS-DOS,
digitar LINDO <ENTER>. A continuacién sigue una lista
con los comandos bésicos:

» HELP: Muestra informaciones basicas de su uso;

e COM: Lista todos los comandos;

o CAT: Lista el comando por categorias;

e MAX o MIN: Habilita la entrada de la funcién

objetivo. Luego a seguir, el comando ST (sujeto a)

debe ser colocado, para habilitar la entrada de las

restricciones del problema.

o END: Especifica el fin de la formulacién del

problema;

» INT: Especifica variables enteras (0 o 1);

e GO: Soluciona el problema previamente

especificado

¢ QUIT: Sale del programa;

e LOOK ALL: Lista la formulacién activa en el

programa (previamente digitada);

e ALT: Altera una ecuacion / variable anteriormente

digitada

e APPC: Adiciona una variable o linea;

» DEL: Excluye una linea;
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e DIVE: Apunta un archivo como destino de la
solucion del problema

e TAKE: Efectia una lectura de un contenido en un
archivo (este necesita de un comando "LEAVE" al

final del archivo).

b) Gino

Asi como el software LINDO, GINO ofrece un ambiente
interactivo para la ejecucion en plataformas IBM-PC, pero
este se destina a la solucién de problemas NLP. La
solucién de los problemas es realizada através de un
método de gradiente reducido generalizado implementado
por Abadie e Lasdon. Para acezar al programa, basta, en
el "prompt" del MS-DOS, digitar GINO <"ENTER">. Sus
principales comandos son listados a continuacidn:

e HELP: Muestra informaciones basicas sobre la

utilizacion del programa;

e COM: Lista todos los comandos;

e MODEL: Indica el inicio da la entrada de un

problema. Después de digitarlo, el signo de "prompt" ?

aparecera. Las expresiones algebraicas a ser utilizadas
son: (+) adicion, (-) sustraccion, (*) multiplicacion, (/)

division, (%) exponenciacion, (LOG(X)) logaritmo de X,

(EXP(X)) funcién exponencial de X, (=) igual, (<) menor

que, (>) mayor que;

e MAX= o MIN=: Habilita la entrada de la funcién

objetivo.

e END: Especifica el fin de la formulacién del

problema;

* SLB X: Configura el limite inferior de la variable X:
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e SUB X: Configura el limite superior de la variable X:

e GUESS ALL: Habilita la entrada de las condiciones
iniciales. Si no fueran previamente digitadas, las C.I.
seran consideradas nulas para todas las variables.

e LOOK ALL: Lista la formulaciéon activa en el
programa (previamente digitada);

e GO: Soluciona el problema previamente
especificado:

e QUIT: Sale del programa;

e ALT: Altera una ecuacién / variable anteriormente
digitada;

e EXT: Habilita la adicion de lineas en el modelo;

e TAKE: Efectlia una lectura de un contenid en un
archivo (este necesita de un comando "LEAVE" al final
del archivo).

e SETP: Configura los parametros de salida o de la
solucion. Las opciones disponibles son listadas
utilizandose el comando "HELP SETP".

c) GAMS

Al contrario de los otros softwares anteriormente
citados, el GAMS no posee interaccién con el usuario, por
eso este es el sistema para optimizacién que ofrece una
serie de algoritmos y resuelve problemas lineales (LP),
problemas no lineales (NLP), problemas mixto entero
lineales (MILP) y problemas mixtos entero no lineales
(MINLP). Los algoritmos disponibles para cada problema
son los siguientes: '

e LP: ZOOM, MINOS 5.2, SCICONIC
e MILP: ZOOM, SCICONIC
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e NLP: MINOS 5.2, SQP
e MINLP: DICOPT++

Los modelos son dados por el usuario através de un
archivo de entrada en la forma de ecuaciones algebraicas,
utilizando un lenguaje adecuado para el programa. GAMS
compila las informaciones (detecta posibles errores de
sintaxis) e soluciona el problema através de un algoritmo

' predefinido, reportando una respuesta en un archivo de
salida de los datos. La figura 10 ilustra el proceso.

Archivo de GAMS Archivo de
entrada ™ Compilacién »  salida
(Mecdelo) del Modelo (Resultados)
NOMBREARQ.GMS I NOMBREARQ.LST
Algoritmo de
Optimizacion
BDMLP ZOOM MINOS DICOPT
LP LP/MILP LP/NLP MINLP

Figura 10 Diagrama de bloques del GAMS
Fuente: (Pinto J. M.,1988)/"”
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Las conveciones utilizadas por el programa para los
archivos (nombres y extensiones) siguen a abajo:

e Archivo de entrada: NOMBREARQ.GMS

e Archivo de salida: NOMBREARQ.LST

Para la compilacién ejecucion del modelo, el comando
es simplemente GAMS NOMBREARQ.GMS. El archivo
de entrada es, en general, organizado en las siguientes
secciones.

a) Especificacion de indices y de los datos;

b) Lista de los nombres y tipos de variables y nombres

de las ecuaciones (restricciones y funcién objetivo);

¢) Definicion de las ecuaciones (restricciones y funcion

objetivo);

d) Especificacion de los limites (inferiores y superiores)

de las variables, condiciones iniciales y opciones de

ejecucion;

e) Llamada del algoritmo de resolucion.

El formato del archivo de entrada no es rigido, pero
su sintaxis debe ser obedecida. Ademds de eso, el
programa verifica el tipo de algoritmo que debe ser
utilizado para solucionar el modelo, avisando en caso de
especificacion  incorrecta  del algoritmo  (ejemplo:
especificacion de MILP cuando el modelo se encuentra
como MINLP, o sea, como funcién objetivo mixta entera

no lineal).
GAMS posee una seri¢ de herramientas que permite

el ecuacionamiento de problemas de manera simple a

modelos de gran complejidad, pero el programa no acepta

44



llamadas de funciones o procedimientos (o sea, todos los
datos del modelo deberan estar en Unico archivo de

entrada).

Las ecuaciones son definidas listando, primeramente,
el respectivo nombre, seguidos de dos puntos (..). Por
ejemplo, al citar la EQ1 en el modelo, debe ser digitado en
el archivo de entrada: EQ1..<ecuacién>. Debe ser
destacado que la siguiente sintaxis debe ser utilizada,
denotando los signos de igualdad y desigualdad en las
ecuaciones:

e =E=:igual (=);

e =G=:mayor o igual que (>);

e =L=:menor o igual que (<).

Sigue a continuacién la sintaxis de los operadores
aritméticos basicos:

e +,-: adicidn, sustraccion:

e *, /: multiplicacién division;

*k

° . exponente

2.3.2 Sistema especialista

Es un método que combina reglas heuristicas y relaciones
matematicas para seleccionar la secuencia de procesos de purificacion.
Este sistema es construido usando una estructura comercialmente

disponible, "Nexpert Object” de la empresa “Neuron Data".
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a) Construccion de un sistema especialista.

Considera dos sub procesos: el primer proceso es el
aislamiento (separacién), comprendiendo la separacion del
material de interés, rompimiento de célula, separacién de tejido
celular, solubilizacién y "refolding" (reflujo) y si fuera necesario

precipitacion de acidos nucleicos.

El segundo proceso es la purificacién, este toma la solucién
conteniendo la mezcla de proteinas y purifica la proteina de
interés a una alta pureza de las otras proteinas, muchas de

ellas tienen propiedades fisicoquimicas similares.

La construccién para encontrar la seleccién de operaciones

en el proceso de aislamiento se basa sélo en reglas heuristicas

[2].

En el proceso de purificacién la construccién es dificil,
debido a usar operaciones de purificacion de alta resolucién
(tecnicas cromatogréficas) el cual se basa en propiedades

fisico-quimicas de todas las proteinas presentes en la mezcla.

El sistema especialista selecciona el mejor proceso usando

el criterio de Seleccion del Coeficiente Separacién (SSC)
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calculado para cada técnica cromatografica y para cada
contaminante. El mejor proceso serd el que tenga mas alto
valor de SSC, la que es calculado mediante la siguiente

relacion.

SSC = DF*'*® (X)

Donde:
DF factor de desvio
n factor de eficiencia

(S factor de concentracién

El factor de eficiencia | toma valores de:
1.0 para intercambio iénico (aniénico y catiénico)
0.86 para cromatografia por interaccién hidrofébica

0.66 para gel filtracién

o cp —__ CONC.CONTAMINATE.i
CONCTOTAL.DE.PROTEINAS
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lIl. ANALISIS DEL PROBLEMA

Antes de analizar el problema se veréa algunas definiciones:

3.1 Tiempo de retencién (Kd)

Es un parametro que se usa para representar el comportamiento de las
proteinas en una separacion llevada a cabo por las cromatografias de gel

filtracion, intercambio idnico e hidrofobicidad.

Por ejemplo, si la carga de la proteina es negativa entonces el tiempo
de retencién para el intercambio idnico es dado como una relacién
matematica mostrada en la tabla 1, en el otro caso el tiempo de retencién _

es cero.

Por otro lado, Kdp es igual a una relacién matematica si la carga (Pa,p)
es positiva, en el caso opuesto Kdj, es cero. Para la cromatografia por
iteracion hidrofébica el tiempo de retencién es una funcion de la
hidrofobicidad y del peso molecular para gel filtracién (representado en la

tabla 1 como MW).
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Tabla 1. Expresiones y parametros para las técnicas cromatograficas.

Técnicas Tiempo de retencidn Condicién Amplitud del
cromatograficas Kdip pico (o;)
Kd 7383%| (Pa,p I MW)|
. AE = - -
Intercambio P x2S +15844%| (P, ,,/MW)I SiPp<0 0.15
anionico g
Kdae, =0 51 Pap >0
7 5972*(Pa,p I MW)
. CE, = " -
Intercambio P %1072 +17065 * (P, ) | MW) Si Pa>0 0.15
Cationico ’
Kdcep =0 Si Pap< 0
Interaccién [(NH4)2 504J
— Kd =1- .
hidrofébica Hl,p (NH4)ZSO4]mch [((NH ), 80,],,,, =1.5M 0.22
Gel Filtracién Kdar p=-0.4691*logMW +2.3902 MW in [Da] 0.46

FUENTE: Lienqueo (1998)

3.2 Factor de desvio (DF)
Este parametro indica la diferencia entre la propiedad de la proteina de
interés y la misma propiedad del contaminante (por ejemplo, el tiempo de
retencion para una determinada técnica cromatografica) ver fig. 11

3.3 Factor de concentracién (CF)

Este valor representa el grado de separacién de cada proteina después

de aplicar una técnica cromatografica.
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La figura (11e) representa una simplificacién de los picos
cromatograficos a un tridangulo. En las figuras (11a — 11d) se muestra los

diferentes casos en que DF;, es determinado.

Fig(11b)

[

.

i i #
w DF, 4

Fiz(1lec) Fig(114) Fiz(lle)
Figura 11. Representacion de los picos cromatogrificos

3.4 Descripcion
Dado una mezcla de proteinas en diferentes niveles de concentracién y

una especificacion del producto deseado en términos de una pureza

minima, el problema consiste en seleccionar las técnicas cromatograficas y
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la secuencia a utilizar con la finalidad de minimizar el nimero total de

operaciones.

Cada técnica cromatogrifica es adecuado para desarrollar una
separacion basada en las propiedades fisico-quimicas de la mezcla de
proteinas, el cual define su tiempo de retencién (Kd). Por comparacién de
tiempos de retencién de la proteina deseada y de los contaminantes, los

factores de desviacién son calculados.

Finalmente, de acuerdo al factor de desviacién de cada contaminante y
el pico cromatografico de cada técnica se determina el factor de
concentracion, ésto es, el grado de separacién después de cada técnica

cromatografica para cada una de las proteinas.
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IV. MODELO DE OPTIMIZACION

En'este capitulo, se describira el modelo de optimizacion para sintetizar
una secuencia de técnicas de purificacion con la finalidad de alcanzar una

pureza deseada.

4.1 Simbolos

En el modelo de optimizacién, se presenta a continuacién: los indices:
a propiedad de la proteina
dp proteina deseada
i técnica cromatogréfica
k orden en la secuencia en van a ser colocadas los pasos

p proteina

Las variables:

Capi concentracion de la proteina deseada después de la técnica i

Cpi  concentracion del contaminante p antes de la técnica
cromatografica en la orden k

Cipk concentracion de la proteina p despu'és de la técnica i en la orden k

S funcion a ser minimizada
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Yix  variable binaria que indica si la técnica cromatografica i es usada en
la orden k siguiendo la secuencia

Z variable binaria que indica si la orden k es la tltima en la secuencia

y los pardmetros:

Cas” nivel de pureza de la proteina deseada

Cp"  limite maximo de concentracién de la proteina p

p concentracion inicial de la proteina p

CFip factor de concentracién de la proteina p después de la técnica
cromatogréfica f

DF;p  factor de desvio para la proteina p en la técnica cromatografica i

ip indice de la proteina

Kd), tiempo de retencién para la proteina p en la técnica cromatografica i

Kd,q, tiempo de retencién para la proteina deseada dp en la técnica
cromatografica i

Pap valor de la propiedad a para la proteina p

o Amplitud del pico de la técnica cromatografica J

4.2 Calculo del factor de concentracién

Cada técnica cromatogréfica es caracterizada por el valor de Ila

amplitud del pico g; (ver figura 11). Este parametro es usado para calcular
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el tiempo de retencion; valor adimecional; (Kd,), el cual es una funcién de
las propiedades fisico-quimicas y representa el comportamiento de la

proteina p en cada técnica cromatogréfica i.

entonces:

Kdip = f; (Pap) vk (1)
también:

DF;p = IKdigp - Kdipl Y ik (2)

Para alguna proteina p y técnica cromatogréfica i

O.
0 < DF,<—+ entonces CF;,=1 (3a)
P 10 P
2 2
O O: " g — D‘F;,
ﬁ < DFj, < ?I entonces CFjp= 1.02 (i—crf__‘n) (3b)
o; (0; = DF;,)?
—QL < DFjp< o; entonces CFjp=1.02"2"—————— (3c)
o
DFis 20, entonces CF;,= 0.02 (3d)
b 1 P

Con DF;,, calculado en (2), y ©,es posible calcular CFip de (3) el cual
es indicado por relaciones obtenidas de las gréficas de los picos
simplificados a un triangulo, las cuatro relaciones presentan situaciones
diferentes, estos casos se muestran en la figura 11, presentada

anteriormente.
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4.3 Modelo matematico

El modelo para la purificacién de proteinas usando las técnicas
cromatograficas de alta resolucién es compuesta de las siguientes

restricciones:

a) restricciones de colocacion

Xk S 1 Y k (4a)
i

2y s Vi (4b)
k

b) restricciones de orden

?yi,kﬂs %J’i,k vV k=1, .. K1 (5a)
Zi 2Z 31 =T yins Y ok=1.. K-1 (5b)
T gie ® Z Y ok K<k (5¢)
i

T + 2t V ok K>k (5d)
i

%Zk' =& (5e)

c) restricciones de los contaminantes

Cp,k = 2 CF},[) Cp.k—lyi,lc I vd k,p (6)
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d) restricciones de pureza

Copke1 2 Cj, "3 Cppr = Clp *(1-20) vV k (7)
P’

La ecuacién (4a) especifica que por lo menos uno de las técnicas
cromatograficas / es escogida en la orden k, mientras que (4b) indica que

cada técnica es seleccionada a lo mucho una vez en la secuencia.

Con la finalidad de evitar que técnicas vacias sean escogidas inclusive
para reducir la busqueda combinatoria, la ecuacién (5a) indica que la
técnica k es asignado incrementando el orden, esto es, el paso k+1 puede
solamente ser escogido si el paso k es también escogido. Las restricciones
(5b) - (5¢) son usados para representar la ultima técnica en la secuencia,

denotado por Zy.

La ecuacidn (6) indica los niveles de concentracién de cada proteina en
las técnicas subsiguientes. Note, sin embargo que ellos tienen la forma no
lineal, desde que la sumatoria contiene un producto de una variable
continua y una variable discreta. La ecuacion (6) puede ser linealizada si
introducimos una variable auxiliar que disagrege proteinas y técnicas. La

forma linealizada puede ser escrita como:

C]J,Z :ZCF;',,U *yi,l *C‘g v p’k= 2|K (Ba)
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Cox = 2 CF, , *C; pgmy 2 —C) *(1- Z Yikt) V pk=3,..K (8b)
& —thE,p s ST *(1—12_3»,-,;(,1) V pk=3,..K (8c)
Clipkr <Ch Vik vV ipk (8d)
Cose1= ;Cli,p,k—l vV pk (8e)

Esto es importante para notar que la ecuacién (6) es usada para la
primera técnica cromatografica, desde que la concentracién inicial es
conocida a priori, como expresada en (8a). Las restricciones (8b) v (8¢c) en
las técnicas subsiguientes son impuestas solamente si alguno de ellos es
seleccionado. Las variables desagregada Clipk esta vinculados a las

variables originales y;xy Cp« en las restricciones (8d) y (8c).

La restriccion (7) exige la pureza especifica para la proteina de interés.
Si Zx es 1, esto es k es la (ltima técnica cromatografica, entonces la

condicion siguiente es impuesta.

Cdp,k+1

pk+l
P
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La funcién objetivo es la minimizacion del nimero total de operaciones

cromatograficas, dado como:

K
Min S =Min X k*Z,

k=1

Donde K'es el maximo nimero de operaciones permitida.

4.4 Estructura del modelo

El modelo MILP tiene la estructura siguiente:
Minimizar
Sujeto a:

Restricciones de asignacion

restricciones de orden

restricciones de contaminantes

restricciones de pureza
yik € {0.1}
Cp.k: C1i,p,ks Zk 2 0

u 0
£y=2%3 &

p=ip

(10)

(4)
()
(8)
(7)

A continuacion se presenta el modelo generado para la purificacion de

proteinas, se debe tener en cuenta que el software esta en el idioma ingles

y para facilitar el entendimiento se hizo la traduccion.
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El modelo va digitado en un archivo de entrada llamado “protein1”, el

que sera llamado por el software GAMS, (ver archivos de salida en anexo).

* MODELO GENERAL PARA LA PURIFICACION DE PROTEINAS

Exhibir kd,df,cf:

Variables S;

Variables positivas C(p,k), C1(i,p,k):

Variables binarias Y(i,k), Z(k);

Ecuaciones OBJ, EQ1, EQ2, EQ3, EQ4, EQS5, EQ6, EQ7, EQ8,eq9,eq4a,eq4b

eq7a, eq7b;

*Funcién Objetivo
c.fx(p,"1") = con(p);
OBJ.. S=E=SUM(k,ord(k)*z(k));

*Sujeto a
EQ1(K)..SUM(i,Y(i,k))=L=1;

EQ2(i)..SUM(K,Y(i,k))=L=1:

EQ3(k)$(ord(k) It card(k)).. SUM(,Y (i,k+1))=L=SUM,Y (i,k));

EQ4(p.k)$(ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(i,CF(i,p)*C1(i,p,k-1)) =g= -U*(1-sum(i,y(ik-
)

EQ4a(p,2))..C(p,'2')=E=SUM(i,CF(i,p)*y(i,"1)*con(p)):
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EQ4b(p,k)$(ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(i,CF(i,p)*C1(i,p,k-1)) =l= U*(1-sum(i,y(ik-
)X

EQS5(i,p,k)$(ord(k) ge 2)..C1(i,p,k)=L=con(p)*Y(i,k-1);

EQ6(p,k)$(ord(k) ge 2)..C(p,k)=E=SUM(i,C1(i,p,k));

EQ7(K)$(ord(k) It card(k)).. Z(k)=G=SUM(,Y(i,k))-SUM, Y (i,k+1));
eq7a(k,kk)$(ord(kk) le ord(k)).. SUM(,Y (i,kk)) =g= z(k):

eq7b(k,kk)$(ord(kk) gt ord(k)).. SUM(,Y(i,kk)) + z(k) =I= 1;

EQ8..SUM(k,Z(k))=E=1;

EQ9(p,k)$(ORD(p) EQ IP)... C(p,k+1)=G=0.98*(SUM(pp,C(pp,k+1)))-U*(1-Z(K):

MODELO PROTEIN1 /OB,
EQ1, EQ2, EQ3,

EQ4,

eq4a,eq4b

EQ5,

EQS,

EQ7, eq7a, eq7b
EQ8

eq9/;
protein1.espacio de trabajo=10;

RESOLVER PROTEIN1 USANDO MIP MINIMIZANDO S:

Exhibir C.I, C1.l, Z.l, Y.I:
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V. RESULTADOS

El modelo descrito en el capitulo IV es aplicado en tres ejemplos

diferentes:

5.1 Ejemplo 1. Purificacién de la Albtimina de suero bovino ("Serum

from bovine Albumin" - BSA)

En este ejemplo se considera la purificacion de una mezcla que
contiene cuatro proteinas, Albumina de suero bovino (BSA), Inhibidor de
tripsina (SBTI), Albumina de huevo y Thaumatina, para facilidad de
trabajar denominaremos p1, p2, p3 y p4 respectivamente. Sus
propiedades fisico-quimicas se muestran en tabla 2. Las técnicas

cromatograficas a usarse en este ejemplo se muestran en la tabla 3:

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas de la mezcla de proteinas.

[ Proteina | Concentracién Peso Hidrofobi- Pap=  Carga (C/mol) *102
inicial Molecular cidad
[mg/ml] (Da) [(NHs)2(SO4)] | PH4.0 pH5.0 pHE.0 pH7.0 pHB.0
P1 2 67000 0.86 1.03 -0.14 -1.16 -1.68 -2.05
P2 2 43800 0.54 1.40 -0.76 -1.65 -2.20 | -2.36
P3 2 24500 0.90 1.22 -0.76 -1.54 -2.17 | -2.13
P4 2 22200 0.89 194 1.90 1.98 1.87 0.91

Fuente: Lienquea (1998) [8]
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Tabla 3. Técnicas cromatograficas para ejemplo 1

Numero de técnica Nombre de la técnica
1 Intercambio anidnico pH 4.0
2 Intercambio aniénico pH 5.0
3 Intercambio anidnico pH 6.0
4 Intercambio aniénico pH 7.0
5 Intercambio aniénico pH 8.0
6 Intercambio catiénico pH 4.0
7 Intercambio catiénico pH 5.0
8 Intercambio catiénico pH 6.0
9 Intercambio catidnico pH 7.0
10 Intercambio catiénico pH 8.0
11 Interaccién hidrofébica
12 Gel filtracidn

Fuente: elaboracién propia

El calculo del tiempo de retencién, Kd se realiza empleando la tabla 1 y
tabla 2 mostradas anteriormente. Ejemplo: para la proteina 1 en la técnica
1 (intercambio iénico) la carga es positiva (>0) por lo tanto Kd = 0. En la
tabla 4 se presenta los valores ya calculados para cada una de las técnicas

cromatograficas de las cuatro proteinas.
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Tabla 4. Tiempo de retencién (Kd) de la proteina p en técnica i.

Técnica P1 P2 P3 P4
1 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.015 0.100 0.154 0.0
3 0.100 0.174 0.233 0.0
4 0.132 0.206 0.272 0.0
5 0.152 0.215 0.270 0.0
6 0.073 0.124 0.161 0.209
7 0.0 0.0 0.0 0.208
8 0.0 0.0 0.0 0.211
9 0.0 0.0 0.0 0.206
10 0.0 0.0 0.0 0.144
11 0.427 0.640 0.400 0.407
12 0.126 0.213 0.331 0.351

Fuente: Elaboracion propia

A continuacién con la ecuacion 2 se hace el calculo del factor de desvié

(DF), por ejemplo para la proteihna 2 en la técnica 2 sera:

Kd,,=|kd,, -k, como se observa Kd, =0015 vy

Kd,, =0.1 entoces Kd, 6 =0.085. Los resultados completos se

presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Factor de desvio (DF) de la proteina p en la técnica i,

Técnica P1 P2 P3 P4
1 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.085 0.139 0.015
3 0.0 0.074 0.132 0.100
4 0.0 0.074 0.140 0.132
5 0.0 0.062 0.118 0.152
6 0.0 0.051 0.088 0.137
7 0.0 0.0 0.0 0.208
8 0.0 0.0 0.0 0.211
9 0.0 0.0 0.0 0.206
10 0.0 0.0 © 0.0 0.144
11 0.0 0.213 0.027 0.02
12 0.0 0.087 0.205 0.225

Fuente: Elaboracion propia
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Con los valores de DF encontramos el factor de concentracién CF, con

ayuda del grupo de ecuaciones (3), por ejemplo para la proteina 1 técnica 1

DF

1.Pl

completos.

=0, entonces CF

1,P1

=1.0, la tabla 6 muestra los resultados

Tabla 6. Factor de concentracién (CF) de la proteina p en la técnica i,

Técnica P1 P2 P3 P4
1 1.000 1.000 1.000 1.000
2 1.000 0.377 0.012 1.000
3 1.000 0.525 0.029 0.224
4 1.000 0.523 0.010 0.028
5 1.000 0.666 0.094 0.020
6 1.000 0.786 0.384 0.016
7 1.000 1.000 1.000 0.020
8 1.000 1.000 1.000 0.020
9 1.000 1.000 1.000 0.020
10 1.000 1.000 1.000 0.003
11 1.000 0.002 0.990 1.000
12 1.000 0.984 0.615 0.532

Fuente: Elaboracién propia

La purificacién requerida para proteina p1 es 98% y puede lograrse a

través de la seleccién apropiada entre las técnicas cromatograficas

siguientes: el intercambio del anién y catién a diferentes valores de pH,

interaccién hidréfobica y gel filtracion; en total, hay doce técnicas

cromatograficas, la pureza alcanzada es de 99.4. Las concentraciones

resultantes se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Concentraciones resultantes de las proteinas

Proteina Co(mg/mil) Ci(mg/mil) Cz(mg/mil) Ca(mg/mi)
pi 2.00 2.000 2.000 2.000
p2 2.00 1.047 0.548 0.001
p3 2.00 0.020 1.92E-4 1.91E-4
p4 2.00 0.056 0.002 0.002

Fuente: elaboracién propia

Figure 12 muestra que el primer paso seleccionado es intercambio del
anién a pH 7.0 en el que la mayoria de p3 y p4 es separado (vea tabla 7).
Esto ocurre desde que su peso molecular es més bajo que de p1y p2 (ver
tabla 2). El segundo paso es interaccion hidréfobica por el parametro que
es alto, y el tercer y dltima técnica es gel filtracién esta técnica se usa para
separar sélo p2 de p1 porque el peso molecular es medianamente bajo que

p1, y también la hidrofobicidad es baja.

1er. paso intercambio | 2do. paso interaccidn | 3er. paso gel
anionico pH 7.0 hidrofobica fitracion

pureza = 025 0.64 0.784 0.994

Figura 12. Representacién de las técnicas cromatograficas

Fuente: Elaboracién propia
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5.2 Ejemplo 2. Purificacién del ecoli_s8

En este caso nosotros consideramos la purificaciéon de una proteina
(ecoli_s8); generada del proceso de fermentacién usando Escherichia coli;
en el cual el producto debe separarse de ocho contaminantes. En este
caso de las proteinas contaminantes sélo se conocen sus propiedades
fisico-quimicas mas no sus nombres, a las que denominamos p1, p2, p3,
p4, p5, p6, p7, y p8. Sus propiedades fisico-quimicas se muestran en tabla

8.

Tabla 8. Propiedades fisico-quimicas de la mezcla de proteinas.

Proteina| Co | MW Pap = | Carga [(c/mol) 0=
G/t | Da [Hidrof.| PH4,0 | pH4,5|pH 5,0 | pH 5,5 | pH 6,0 |pH 6,5|pH 7,0|pH 7,5|PH 8,0|pH 8,5
Producto| 0.62 (31000| 0.00 1.46 0.09 -0.62 | -0.66 | -1.02 | -1.82 | -233 | -252 | -2.52 | -3.51
Cont_1 0.42 (62500| 0.00 1.46 0.09 -1.06 | -0.98 | 117 | -1.71 | -279 | -352 [ -332 | -3.32
Cont_2 0.25 [40600( 0.00 1.46 0.09 -0.55 | -0.22 | -0.22 | -0.26 | -0.73 | -1.26 | -1.82 | -3.51
Cont_3 0.25 [69600| 0.00 1.46 0.09 -0.55 | -0.22 | -0.22 | -0.26 | -0.73 | -1.26 | -1.82 | -3.51
Cont_4 0.09 (40600 0.00 1.46 3.14 1.46 0.28 -0.47 | -0.89 | -1.06 | -1.08 | -1.04 | -1.01
Cont_5 0.09 (69600 0.00 1.46 3.14 1.46 028 | -047 (-089(-1.06|-1.08 | -1.04 | -1.01
Cont_6 2.74 141000| 1.50 1.46 0.93 0.26 -0.35 | -0.87 | -1.31 | -1.65 | -1.90 | -2.04 | -2.06
Cont_7 | 2.74 |32900| 1.50 1.46 0.09 0.00 -1.70 | -2.70 | -2.90 | -3.51 | -3.51 | -3.51 | -3.51
Cont_8 0.25 (35500 0.20 1.46 0.09 -0.55 | -0.22 | -0.22 | -0.26 | -0.73 | -1.26 | -1.82 | -3.51
Fuente: Liengueo, 1998-UNIVERSIDAD DE CHILE

La purificacién requerida para proteina p1 es de 94% y se logra en
cinco pasos de una lista de 22 técnicas cromatograficas las que se indica

en la tabla 9.
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Tabla 9. Técnicas cromatograficas usada en el ejemplo2y 3

Ndmero de técnica Nombre de la técnica cromatografica
1 Intercambio aniénico ph4.0
2 Intercambio aniénico ph4.5
3 Intercambio aniénico ph5.0
4 Intercambio aniénico ph5.5
5 Intercambio aniénico ph6.0
6 Intercambio aniénico ph6.5
7 Intercambio anidnico ph7.0
8 Intercambio aniénico ph7.5
9 Intercambio anidnico ph8.0
10 Intercambio aniénico ph8.5
11 Intercambio catiénico ph 4.0
12 Intercambio catiénico ph 4.5
13 Intercambio catiénico ph 5.0
14 Intercambio catiénico ph 5.5
15 Intercambio catidnico ph 6.0
16 Intercambio catiénico ph 6.5
17 Intercambio catiénico ph 7.0
18 Intercambio catiénico ph 7.5
19 Intercambio catiénico ph 8.0
20 Intercambio catiénico ph 8.5
21 Interaccién hidrofébica

L 22 Gel filtracion

Fuente: Elaboracién propia

En la determinacion de Kd se usa que la relacién matematica mostrada
en la tabla 1, el de las propiedades en tabla 8 y se usa las ecuaciones

mencionadas en el ejemplo 1. Todo el calculo es similar que el ejemplo 1.
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Las concentraciones resultantes se muestran en la tabla 10 y la sequencia

sugerida en la tabla 17.

Tabla 10. Concentracion resultante de las proteinas del ejemplo 2

Watefna Co (gr/lt) Cy (gr/lt) Cz (gr/lt) Ca (gr/lt) Ca (gr/lt) Cs (gr/lt)
Producto 0.620 0.620 0.620 0.620 0.620 0.620
P1 0.420 0.420 0.420 0.155 0.062 0.040
P2 0.250 0.250 0.250 0.235 0.005 0.00000
P3 0.250 0.250 0.250 0.076 0.002 0.00000
P4 0.090 0.090 0.090 0.002 0.00034 0.0000
P5 0.090 0.090 0.090 0.002 0.000002 0.0000
P6 2.740 0.055 0.001 0.00032 0.00019 0.0000
P7 2.740 0.055 0.001 0.001 0.00089 0.0000
P8 0.250 0.004 0.000071 0.000071 0.000001 0.0000

Fuente: Elaboracion propia

5.3 Ejemplo 3. Purificacion del "Somatotropin"

En este ejemplo nosotros tenemos una mezcla de la proteina generada
del proceso de fermentacién usando Escherichia coli recombinante, nuestro
interés es purificar solamente una proteina "Somatotropin" de 13 proteinas
contaminantes, de las que solo conocemos sus propiedades fisico-
quimicas. Las totalidad de técnicas cromatograficas a escoger son 22 y se
muestran en la tabla 9. La determinacién del tiempo de la retencién es
usando tabla 1y 11, el factor de desvio y el de concentracién es similar al

del ejemplo 1. Las concentraciones finales se muestran en la tabla 12.

68




69

(966 1) oenbuai :e1uan4

LS50 08°0 EL°L 0S°'L 16'L 992 £Le 655 6L 0L°LL 00°0 0.9v6 £8'0 Eld
80°0 020 0€°0 050 | /80 9L 52 0Z'€ zey LL'S 00°0 00%0€ 8L zld
IS°}- 16°0- 69'0- | S00 | S0 500 S0°0 S0°0 £0°0 £E°0 90°0 00086 68'E Lid
gl')- EpL- 66'0- | €50- | so0- 95°0 1S'L GlL'e ¥6°G 0¥'0l £9°0 0S¥yl L 509 0Ld
2€0- ZE°0- 820- | 120- | zIL'0- £0°0- 010 920 550 601 00°0 08£69 £5'L 6d
LE- Gb'p- gky- | 2ee- | sle- 18°0- 120 8.2 18'G 06701 £6°0 08€£6 08'9 gd
¥8'2- 65 L- S6°0- | 0071 | pEL- 9€’ |- 85°0- zl'L 9L'e 96'€ 80 02E8Y 0./ /d
¥Zv- 06°¢- 9v'e- | soe- | 09z 06°L- 2L'0- 20 L LLE A 9€°0 08€69 81'2 god
g9°'s- 86'1- 06'e- | L0¢- | 9ve- 261~ LE #0°0 £9°L 80'% 9€'0 000£02 £8'y sd
S §8°2- o0ge | &L | peL- 10°)- 69°0- £0°0- 8€'L 62°¢€ 0S'L 000021 85§ pd
05}~ ¥E'L- 06'k- | s8°0- | s90- 670 0€°0- #0°0 9.0 £9°L 9.0 0995 £9'% ed
¥9'e- 89°¢- g9e- | ose- | vee- gge- | Lle- L)) 62°0 SE'2 870 04558 90°/ zd
192 Sb'2- E€2 | Slg | 161- 9.~ L) 08°0- 520 ¥6'L WA 0/£81 6211 Id
05°0- £0°0- 200 Zlo | 190 E0'L 0S| zre 18°¢ Ly £6°0 00022 052 uidosjojewog
§8Hd | 0'8Hd | 6ZHd [0'2Hd| coHd | 0'9Hd | g'6Hd | o'cud | &% Hd | 0'hHd | "oJpIH eq wo
0k | (0w | qnoo) | ebien | =dey MIN 09 eurajoid

seujsjold ap ejozaw e| op seojwinb-ooisy sopepaidoid || ejqel




Tabla 12. Concentraciones Resultantes del ejemplo 3

Proteinas Co(g/1t) Ci(gflt) Ca(g/lt) Ca(gflt)
Producto 25.00 25.00 25.00 25.00
P1 11.290 0.226 0.005 0.0000903
P2 7.060 0.141 0.003 0.000564
P3 4.630 0.488 0.051 0.004
P4 5.580 0.112 0.002 0.000213
P5 4.830 0.097 0.002 0.00015
P6 2.480 0.050 0.000992 0.0000198
P7 7.700 0.154 0.003 0.0000
P8 6.800 6.800 6.800 0.136
P9 7.530 0.151 0.003 0.003
P10 6.500 0.121 0.002 0.001
P11 3.890 0.078 0.002 0.002
P12 1.480 0.030 0.000592 0.000592
P13 0.830 0.017 0.000332 0.000332

Fuente: Elaboracién propia

La Tabla 13 muestra que los pasos usados son: interaccién hidrofobica,
para el primer paso, intercambio aniénico a pH 8,0 para el segundo paso y
el paso tres es intercambio aniénico a pH 4,5, este paso es usada solo para

separar p8 qué no fue separado en los dos pasos anteriores.

Tabla 13. Técnicas usadas en la purificacién del Somatotropin

Pasos paso1l Paso2 Paso3
Técnicas Interaccién Intercambio anidnico Intercambio
cromatograficas Hidrofdbica pH 8,0 anionico pH 4,5

Fuente Elaboracién Propia
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5.4 Comparacién de Metodologia
La comparacion entre ambas metodogias se realizo en funcién del %

con.proteina.i
Ztodas. proteina

de pureza = , las secuencias y el nimero de las técnicas

sugeridas.
Para este trabajo sélo se comparan los dos primeros ejemplos, no
contando com datos del sistema especialista para hacer la comparacion del

tercer ejemplo.

Tabla 14. Secuencia sugerida por Sistema Especialista del ejemplo 1

Técnica Cromatografica % Pureza
Intercambio Catidnico a ph 6,0 33.11
Interaccion hidrofébica 49.45
Intercambio aniénico a pH 7,0 97,02

Fuente:Lienqueo (1998)

Tabla 15. Secuencia sugerida por el modelo para el ejemplo 1

Técnica Cromatogréfica % Pureza
Intercambio aniénico a pH 7,0 64,0
Interaccion hidrofébica 78,4
Gel filtracién 99,4

Fuente: Elaboracién Propia
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De las tablas 14 y 15 se aprecia que la secuencia sugerida por el
meétodo de optimizacién propuesto por esta tesis lleva a un porcentage
mayor de pureza (99.4) que el propuesto por el sistema especialista
(97.02), para eso debe comenzar la secuencia de purificacion com la

técnica 4, (intercambio anionico pH 7.0).

GRAFICO 1

% 60 1
PUREZA ,,.

\

W Método de optimizacién
COMétodo de sistema especialista

En el grafico 1 se aprecia mejor que el modelo propuesto es mas
eficiente que el del sistema especialista. La primera técnica sugerida por
nuestro modelo realiza un alto grado de purificacién (64%), mientras que la
del sistema especialista sélo (33.11%). La ventaja se aprecia mas, en la
tercera técnica cuando se obtiene una puréza casi total (99.4%) por el

modelo de optimizacion.
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Tabla 16. Secuencia sugerida por Sistema Especialista para el ejemplo 2

Técnicas cromatograficas % de pureza
Cromatografia de interaccién hidrofébica 32
Intercambio aniénico a pH 6.5 69
Cromatogréfia por gel filtracién 72
Intercambio anidnico a pH 8,5 85
Intercambio aniénico a pH 5,0 91
Intercambio catiénico a pH 4,0 94

Fuente: Liengueo (1998)

Tabla 17. Secuencia sugerida por el modelo de optimizacién para el

ejemplo 2
Técnicas cromatogréfica % de pureza
Cromatografia de interaccién hidrofébica 33,8
Intercambio aniénico a pH 8,5 36,0
Intercambio aniénico a pH 6,5 56,8
Intercambio aniénico a pH 7,0 89,8
Intercambio anidénico a pH 6,0 94,0

Fuente: Elaboracion Propia

En las tablas 16 y 17 obsevamos las secuencias sugeridas por ambos
métodos y en ellas tenemos como primer paso a la cromatografia por
interaccion hidrofébica dando un porcentage de pureza casi parecidos la
ventaja es que se alcanza la pureza requerida de 94 con una técnica

menos que por el método del sistema especialista. En la secuencia
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sugerida por el método propuesto se llega a la pureza requerida con tan
sélo 5 pasos, mientras que con la misma cantidad de pasos el modelo en

comparacion logra sélo alcanzar un 91% de pureza.

Del grafico se deduce que la purificacién lenta, en un inicio y luego

elevarlo drasticamente es el mas recomendable para la reduccién del ndmero

de técnicas a usar.

GRAFICO 2
100
- I Métoch de cpfimizecicn
%Pureza™| I Méiocb s sstema especiaista
404
i

Técnicas cromatoaraficas
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VL.

6.1

1)

2)

3)

4)

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El modelo de programacion matemaética propuesto (MILP) soluciona el
problema de sintesis de purificacién de proteinas llevadas a cabo en un

laboratorio.

Comparando las dos metodologias, se determina que las soluciones
generadas por el modelo propuesto son mejores que las de un sistema

especialista

En el Ejemplo 1, el porcentaje de pureza obtenida por el modelo de
optimizacion es 99.4% en comparacion con 97.02% del sistema

especialista.

En el Ejemplo 2, el nimero de técnica cromatograficas, para una pureza
de 94%, calculado por el modelo de optimizacién es 5 mientras que con
el sistema especialista son 6. Este sistema con 5 pasos sélo llega a
purificar en un 91%, por lo tanto con el modelo de optimizacion se
minimiza el ndmero de pasos cromatograficos Yy como consecuencia se

reduce el costo.
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Recomendaciones
Es muy importante que las propiedades fisico-quimicas de las proteinas
contaminantes sean muy similares a fin de obtener el menor numero de

técnicas cromatogréficas.

El valor de la concentracién maxima de la proteina de interés en el

modelo matematico no debe exceder a lo establecido.

Para facilitar el modelo es mejor trabajar con modelos mixtos y lineales

Es muy importante intercambiar informacién entre los investigadores

para la obtencién de mejores resultados.
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GLOSARIO

ALBUMINAS

Bsa,.

CROMATOGRAFIA

Ecoli_s8.-

GLOBULINAS

LISIS ENZIMATICA

Proteina soluble en agua y en soluciones salinas sin

aminoacidos distintivos.
Albumina de suero bovino, proteina clasica.

Proceso que permite la identificacién de mezclas por
la separacién de alguno o todos sus componentes
en zonas concentradas o en fases diferentes a

aquellas en que estaban originalmente presentes.
Nombre referencial de una proteina producida por la
fermentacién de la Escherichia coli, tiene 13

contaminantes.

Escasamente solubles en agua pero solvente en

soluciones salinas.

Permeabilizacién de la pared celular a través de la

hidrolisis anzimatica parcial o total.
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OPTIMIZACION

OVALBUMIN

"Refolding"

SBTI.-

SIMPLEX

SOLVER

THAUMATINA.,

Buscar el maximo de eficiencia y minimizar costos y
tiempos, matematicamente se representa mediante
una funcién.

AlbUimina de huevo

Reflujo del liquido con cuerpos incluidos, tiene la

finalidad de concentrar la mezcla de proteinas.

Inhibidor de tripsina

Método de optimizacién, se representa en una tabla

la restricciones y la funcién objetivo, se usa para

encontrar una solucion factible.

Algoritmo interno de optimizacién

Edulzante industrial

80



ANEXOS

81



ANEXO |

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

82



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.
Tabla 11.
Tabla 12.
Tabla 13.
Tabla 14.
Tabla 15,
Tabla 16.

Tabla 17.

Expresiones y parametros para las técnicas cromatograficas
Propiedades fisicoquimicas de la mezcla de proteinas para el
ejemplo 1

Técnicas Cromatograficas para Ejemplo 1

Tiempo de Retencién (Kd), para el ejemplo 1

Factor de Desvio (DF), para el ejemplo 1

Factor de Concentracion (CF), para el ejemplo 1
Concentraciones resultantes de las proteinas del ejemplo 1
Propiedades fisicoquimicas de las proteinas del ejemplo 2
Técnicas cromatogréficas usados en el ejemplo 2 y3
Concentraciones resultantes del ejemplo 2

Propiedades fisicoquimicas de las proteinas para el ejemplo 3
Concentraciones resultantes del ejemplo 3

Técnicas usadas en la Purificacion del "Somatotropin”

Secuencia sugerida por el sistema especialista en el ejemplo 1

49

61

62

63

63

64

65

66

67

68

69

70

70

71

Secuencia sugerida por el modelo de optimizacién en ejemplo 1 71

Secuencia sugerida por el sistema especialista en el ejemplo2 73

Secuencia sugerida por el modelo de optimizacién en ejemplo 2 73

83



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Grafico 1.

Grafico 2

Procesos Biotecnologicos

Obtencién del suero de albimina bovino
Representacion del método de busca lineal
Representacion en Arbol

Representacion en Red

Método de Busqueda

Enumeracion Dinamica

Estrategia de Busca Degth First
Estrategia de busca Breadth First
Diagrama de blogues del "GAMS"
Representacion de Picos cromatograficas

Representacion de Técnicas Cromatograficas

18

23

27

28

29

30

31

32

33

43

50

65

72

74

84



ANEXO I

DATOS DEL EJEMPLO 1

PURIFICACION DE SERUM FROM BOVINE ALBUMINA
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Archivo de entrada “datos1”.ixt

$TITLE Purification of protein

SET
| CHROMATOGRAPHY STEPS /1*12/
p PROTEINS Ip1*pa/
A PROPERTY IA1*AT7/
k ORDER n*12/;
ALIAS  (p,pp)

(k,kk)

TABLE PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR FOR PROTEIN p

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7
pi 67000 0.86 1.03 -0.14 -1.16 -1.68 -2.05
p2 43800 0.54 1.40 -0.76 -1.65 -2.20 -2.36
p3 24500 0.90 1.22 -0.76 -1.54 -2.17 -2.13
p4 22200 0.89 1.94 190 1.98 1.87 0.91;

*where

‘p1 PROTEIN 'SERUM FROM BOVINE ALBUMIN'
‘p2 PROTEIN 'OVALBUMIN’

p3 PROTEIN 'SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR'
‘P4 PROTEIN THAUMATIN';

*AND

“A1 MOLECULAR WEIGHT (Da)
*A2 HIDROPHOBICITY

*A3 pH 4.0

*A4 pH 5.0

*A5 pH 6.0

*A6 pH 7,0

*A7 pH 8.0;




scalar IP  /1/;

PARAMETER
SIG(i) VALUE OF PEAK WIDTH
1 015
0.15
0.15
0.15
0.15
0.15
0.15
0.15
9 0.15
10 0.15
11 0.22
12 0.46/

N o g b~ W N

Kd(i,p) RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHIC STEP i;

Kd(1'p) =  ((7883  *  ABS(PROP(p,A3)/PROP(p,A1)))/(1+15844
ABS(PROP(p,'A3')/PROP(p,’A1")))$(PROP(p,'A%) LT 0)+0$(PROP(p, A)) GT 0):

Kd(2'p) =  ((7883  *  ABS(PROP(p,A4')/PROP(p, A1)))/(1+15844
ABS(PROP(p,A4)/PROP(p,’A1))))$(PROP(p,'A4’) LT 0)+0$(PROP(p, Ad") GT 0):

Kd(3.p) = (7883  *  ABS(PROP(p’A5)/PROP(p,AT)))/(1+15844
ABS(PROP(p,’A5')/PROP (p,’A1%))))$(PROP(p,'A5") LT 0)+0$(PROP(p, A5") GT 0);

Kd(4,p) =  ((7883  *  ABS(PROP(p,A6)/PROP(p,'A1)))/(1+15844
ABS(PROP(p,'A6')/PROP (p,’A1))))$(PROP(p,'A6") LT 0)+0$(PROP(p, A6") GT 0);

Kd(5'p) = (78838 *  ABS(PROP(p,A7)/PROP(p,A1Y))/(1+15844
ABS(PROP (p,'A7')/PROP(p,’A1"))))$(PROP(p,'A7)) LT 0)+0$(PROP(p,'A7") GT 0):

Kd('6'",p) = (5972 * ((PROP(p,'A3'))/PROP(p,’A1"))/(1+17065
(PROP(p,'A3')/PROP(p, AT))))$(PROP(p,’A3") GT 0)+0$(PROP(p, A3 LT 0):

Kd(7',p) = (5972 * ((PROP(p,'A4"))/PROP(p, A1)))/(1+17065
(PROP(p,'A4)/PROP(p,’AT))))$(PROP(p,’A4) GT 0)+0$(PROP(p, A4) LT 0);

Kd(8',p) = (5972 * ((PROP(p, A5"))/PROP(p,’A1")))/(1+17065
(PROP(p,’AS)/PROP(p,'A1))))$(PROP(p, AS) GT 0)+0$(PROP(p, A5 LT 0);

Kd(9',p) = (5972 * ((PROP(p,’A6))/PROP (p, AT)))/(1+17065
(PROP(p,'A6')/PROP(p,'AT)))$(PROP(p,'A6") GT 0)+0$(PROP(p, A6") LT 0):
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Kd('10’,p) = (5972 * ((PROP(p,'A7'))/PROP(p,’A1)))/(1+17065 ’
(PROP(p,’A7')/PROP(p,’A1))))$(PROP(p,A7") GT 0)+0$(PROP(p,’A7) LT 0):

Kd("11',p) = (1-PROP(p,A2')/1.5);

Kd(12',p) = -0.4691 * log10(PROP(p,’A17)+2.3902;

PARAMETER
DF(i,p) DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTEIN p;

DF(i,p) = ABS(sum(pp$(ORD(pp) EQ IP),Kd(i,pp))-Kd(i,p));

PARAMETER
CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAPHIC STEP:

CF(i,p)=1;

CF(ip)$((DF(ip) GE (SIG()10)) AND (DF(ip) LT (SIG(i)/2)))=1.024SQR(SIG()-
2*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i));

CF(ip)$((DF(ip) GE (SIGGY 2)) AND (DF(ip) LT (SIG() ))=1.02°2*SQR(SIG(i)-
DF(i,p))/SQR(SIG(i));

CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;

PARAMETER
con{p) VALUE DE INITIAL CONCENTRATION
/p12.0
p2 2.0
p3 2.0
p4 2.0/
PARAMETER

U value maxime of initial concentration;
U=2*sum(p$(ord(p) EQ IP),con(p));
$ include ’protein?.txt’
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ANEXO Il

MODELOS ESTADISTICO (RESULTADOS)
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MODEL STATISTICS OF EXAMPLE 1.

BLOCKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 860
BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIABLES 729
NON ZERO ELEMENTS 6460 DISCRETE VARIABLES 156

GENERATION TIME = 1.100 SECONDS
EXECUTION TIME = 1.150 SECONDS VERID MW2-25-087
_Purification of protein

Solution Report ~ SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 166 GAMS 2.25.087
386/486 DOS

SOLVE SUMMARY

MODEL  PROTEIN1 OBJECTIVE S
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER OsL FROM LINE 166

SOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
MODEL STATUS 1 OPTIMAL

OBJECTIVE VALUE 3.0000

OURCE USAGE, LIMIT 39.098 1000000.000
RATION COUNT, LIMIT 2081 1000000

ding option file CA\GAMS\OSL.OPT

r supplied option file:
thod simplex

space requested by user -- 10.00 Mb

space requested by solver -- 1.71 Mb
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OSL step: Reading data 0.22 Seconds

OSL step: Scale 0.00 Seconds
Range of matrix coeffients:
before scaling : 0.0019- 12.0000
after scaling : 0.0016 - 1.0000
OSL step: Crash 0.05 Seconds

Crash option : 1

OSL step: Simplex 0.05 Seconds
The dual algorithm has been chosen
Status:  Successful (optimal)
lterations: 27
Objective : 1.1995

OSL step: Preprocessor 5.72 Seconds
lterations: 288
OSL step: Branch&Bound 6.20 Seconds

Status:  Successful (optimal)
lterations: 1486

Nodes : 2

Objective : 3.0000

OSL step: Primal Simplex 0.00 Seconds
Status:  Successful (optimal)
lterations: 0
Objective : 3.0000
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Blogue de ecuaciones : 14 Ecuaciones solas
Blogue de variables 18 Variables
Elementos no ceoros : 6460 Variables discretas
Tiempo de generacion 1 1.100 Seg

Tiempo de ejecucion 1 1.150 Seg

Purificacion de proteinas

TRADUCCION DEL MODELO ESTADISTICO DEL EJEMPLO 1

860
729
156

Solucion reportada. Resolver protein1 usando MIP de la linea 166

SUMARIO

Modelo : proteini Objetivo
Tipo : MIP Direccion
Solver ; OSL Linea

Estado de Solver 5 Normal completo
Estado del modelo Optimo
Valor objetivo : : 3.00

Estado de trabalho requerido por el usuario 10.0
Estado de trabalho requerido por el solver  1.71

Paso OSL : Simplex

Estado : Optimo
Iteracciones 27
Objetivo : 1.1995

Paso OSL prepoceso

lteracciones 288
Paso OSL : Branch & Bound 6.20
Estado : Optimo Nudos

S
minimizar
166
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lteracciones

Paso OSL
Estado |
lteracciones
Objetivo

1486 Objetivo

Simplex
Optimo
0

3.0
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MODEL STATISTICS OF EXAMPLE 2

BLOCKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 4768
BLOCKS OF VARIABLES 5  SINGLE VARIABLES 4394
NON ZERO ELEMENTS 38247 DISCRETE VARIABLES 460

GENERATION TIME = 7.140 SECONDS
EXECUTION TIME = 7.300 SECONDS VERID MW2-25-087
_GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 19:27:02 PAGE 453

PURIFICATION OF ECOLI_S8
Solution Report  SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 216

SOLVE SUMMARY

MODEL PROTEIN1 OBJECTIVE S
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER OSL FROM LINE 216

™ SOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
*** MODEL STATUS 1 OPTIMAL
*** OBJECTIVE VALUE 5.0000

RESOURCE USAGE, LIMIT 698.430 1000000.000
ITERATION COUNT, LIMIT 10189 1000000
Could not find option file CAGAMS\OSL.OPT

Using defaults instead.

Work space requested by user -- 10,00 Mb
Work space requested by solver --  9.28 Mb

OSL step: Reading data 2.58 Seconds
OSL step: Scale 2.75 Seconds

Range of matrix coeffients:
before scaling:  0.0000- 20.0000
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after scaling:  0.0000-  1.0000

OSL step: Presolve 1.48 Seconds
Size reduction:
rows @ 4768 (old) 4766 (new)
columns : 4394 (old) 4394 (new)
nonzeroes: 38247 (old) 38225 (new)

OSL step: Crash 1.32 Seconds
Crash option : 1

OSL step: Primal Simplex 7.25 Seconds
Status:  Successful (optimal)
lterations: 139
Objective : 1.4538

OSL step: Branch&Bound 676.51 Seconds
Status:  Successful (optimal)
lterations: 10050
Nodes : 191
Objective : 5.0000

OSL step: Postsolve 1.76 Seconds

OSL step: Primal Simplex 0.71 Seconds
Status:  Successful (optimal)
lterations: 0
Objective : 5.0000
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TRADUCCION DEL MODELO ESTADISTICO DEL EJEMPLO 2

Bloque de ecuaciones 114 Ecuaciones solas 4768
Bloque de variables L5 Variables 4394
Elementos no ceoros : : 38247 Variables discretas 460
Tiempo de generacion . 7.140 Seg

Tiempo de ejecucion : 7.300 Seg

Purificacion de Ecoli-S8

Solucion reportada. Resolver protein1 usando MIP de la linea 216

SUMARIO

Modelo proteini Objetivo : S

Tipo : MIP Direccién minimizar
Solver : OSL Linea J 216

Estado de Solver Normal completo
Estado del modelo

Valor objetivo : : 5.00

Optimo

Estado de trabalho requerido por el usuario 10.0
Estado de trabalho requerido por el solver  9.28

Paso OSL : Pre resuelto

Reduccién de tamafio 1.48 seg
Filas 4768 (OLD) 4766 New
Columnas 4394 (OLD) 4394 New
Nonzeros 38247 (OLD) 38225 New
Paso OSL Simplex

Estado Optimo

Iteracciones 139

Objetivo 1.4538
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Paso OSL
Estado

|teracciones

Posterior Resuelto
Paso OSL
Estado

lteracciones
Objetivo

Branch & Bound
Optimo
10050

Simplex
Optimo
0

5.0

676.51

1.76

Nudos
Objetivo

191
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MODEL STATISTICS OF PROBLEM 3
BLOCKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 4050
BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIABLES 3819

NON ZERO ELEMENTS 28250 DISCRETE VARIABLES 276

GENERATION TIME = 6.260 SECONDS

EXECUTION TIME = 6.370 SECONDS VERID MW2-25-087

_Selection of Multistep Protein Purification Processes
Solution Report  SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 225

SOLVE SUMMARY

MODEL PROTEIN1 OBJECTIVE 8
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER OSL FROM LINE 225

*** SOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
**** MODEL STATUS 1 OPTIMAL
“*** OBJECTIVE VALUE 3.0000

RESOURCE USAGE, LIMIT 219.098 1000000.000
ITERATION COUNT, LIMIT 12787 1000000
Reading option file CAGAMS\OSL.OPT

User supplied option file:
>method simplex
>strategy 48

>presolve -1

>bbpreproc 3

Work space requested by user -- 10.00 Mb
Work space requested by solver --  7.09 Mb

OSL step: Reading data 0.82 Seconds
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OSL step: Scale 0.21 Seconds
Range of matrix coeffients:
before scaling:  0.0000- 50.0000
after scaling:  0.0001-  1.0000

OSL step: Crash 0.11 Seconds
Crash option : 1

OSL step: Simplex 0.50 Seconds
The dual algorithm has been chosen
Status:  Successful (optimal)
lterations: 40
Objective : 1.0579

OSL step: Preprocessor 45.92 Seconds
Iterations: 1052

OSL step: Branch&Bound 142.20 Seconds
Status:  Successful (optimal)
lterations: 11695
Nodes : 10
Objective : 3.0000

OSL step: Primal Simplex 0.11 Seconds
Status:  Successful (optimal)
lterations: 0
Objective : 3.0000
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TRADUCCION DEL MODELO ESTADISTICO DEL EJEMPLO 1

Bloque de ecuaciones : 14 Ecuaciones solas 860
Bloque de variables 5 Variables 729
Elementos no ceoros : 6460 Variables discretas 156
Tiempo de generacion : 1.090 Seg

Tiempo de ejecucién 1 1.20 Seg

Purificacion de proteinas

Solucion reportada. Resolver protein1 usando MIP de la linea 170

SUMARIO

Modelo - proteini Objetivo : S

Tipo 2 MIP Direccién z minimizar
Solver : OSL Linea - 225
Estado de Solver : Normal completo

Estado del modelo optimo

Valor objetivo : : 3.00

Estado de trabalho requerido por el usuatio 10.0
Estado de trabalho requerido por el solver  7.09

Paso OSL : Simplex
Estado ; Optimo
lteracciones : 40

Objetivo 1.0579

Paso OSL preproceso

lteracciones 1052

PasoOsL Branch & Bound 142.20

Estado : Optimo Nudos ] 10
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|teracciones

Paso OSL
Estado
lteracciones
Objetivo

11695 Objetivo

Simplex

Optimo
0
3.0
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ANEXO IV

CORRIDAS PRELIMINARES DEL PROGRAMA
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OBSERVACION:

Para simplificar el nimero de péaginas del resultado obtenido para las
corridas previas, se vio conveniente dar los comandos de eliminacién de
ecuaciones que se forman internamente, eso quiere decir, que las ecuaciones
no aparecen mas en la pantallala ventaja es que ocupan menor espacio de

memoria y es mas rapido, no existe variacién en los resultados.

En archivo de entrada de datos “datos 17, “datos?2” y “datos 3" se
agrego al inicio:
$OFFSYMXREF
$OFFSYMLIST

y en el archivo de entrada del programa “protein1” se cambio
limrow =200 por limrow =0 y se agrego

limcol =0

Cabe notar que en este anexo se presentan las corridas preliminares
para los tres ejemplos, las respuestas se grabaron dependiendo de lo que uno -
esta buscado: ejemplo para los archivos “datos1” ou “datositesis’
Resultdatos1p4 proteina a ser purificada p4
Resultdatos1p170 proteina a ser purificada p1 pero la pureza que se requiere
es 70%
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resultdatoslpl70.txt

purification of protein (ejemplo 1. purificacidén del suero de albimina bovino

10/30/95 10:19:09 PAGE 1
GAMS 2.25

386/486 DOS
SET

I CHROMATOGRAPHY STEPS /1%12/

p PROTEINS /pl*pd/

A PROPERTY JAL*AT/

k ORDER /1%12/;
ALIAS (p.pPR)

(k,kk)

TABLE PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR FCR PROTEIN p

Al A2 A3 Ad AL A6 A7
pl €7000 0.86 1.03 -0.14 -1.16 -1.68 -2.05
p2 43800 0.54 1.40 -0.76 ~1 .65 =2.20 -2.36
p3 24500 0.90 1.22 -0.76 -1.54 =2.17 =213
r4 22200 0.89 1.924 1.90 1.98 1.87 s

*where

*pl PROTEIN 'SERUM FROM BOVINE ALBUMIN'
*p2 PROTEIN 'OVALBUMIN'

*p3 PROTEIN 'SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR'
*pd PROTEIN 'THAUMATIN';

*AND

*Al MOLECULAR WEIGHT (Da)
*A2 HIDROPHOBICITY

*A3 pH 4.0

*Ad pH 5.0

*A5 pH 6.0

*A6 pH 7,0

*A7 pH 8.0;

scalar IP ELy

PARAMETER

SIG(i) VALUE OF PEAK WIDTH
i «15
w5
215
A5
15
.15
15
o 2]
515
.15
e
.46/

W oo~J1o Ul Wb

10
11
12

efeoleolslsNoloNoleoloNole]

Kd(i,p) RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHIC STEP 3
Kd('l',p) = ((7383 * ABS(PROP(p, 'A3') /PROP(p, 'A1')))/(1+15844 =
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resultdatoslpl70.txt

ABS (PROP (D, 'A3") /PROP (p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A3") LT 0)+0%(PROP(p, 'A3') GT 0);
vpyrification of protein

10/30/95
10:19:09 PAGE 2
GAMS 2.25
087 386/486 DOS
58 RKd('2',p) = ((7383 * ABS(PROP(p, 'A4') /PROP(p, 'Al')})) /(1+15844 *
ABS (PROP (p, 'A4') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A4') LT 0)+0$ (PROP(p, 'Ad') GT 0);
5o Kd('3',p) = ({7383 * ABS(PROP(p, 'A5") /PROP (p, 'A1')))/ (1+15844 *
ABS (PROP(p, 'A5'") /PROP(p, 'Al'))) ) $(PROP(p, 'A5') LT 0)+0S$ (PROP(p, 'A5') GT 0):
| Kd('4',p) = ((7383 » ABS(PROP(p, 'A6') /PROP(p, 'A1'))) /(1+15844 *
ABS (PROP (p, 'A6") /PROP(p, 'A1"))))$(PROP(p, 'A6') LT 0)+0$ (PROP(p, 'A6') GT 0);
Kd('5',p) = ((7383 * ABS({PROP (p, 'A7"') /PROP (p, 'A1')))/(1+15844 *

(PROP(p., "A7") /PROP(p, 'A1')}) ) $(PROP(p, 'A7') LT 0) +0$ (PROP(p, 'A7') GT 0);

. Kd('6',p) = ((5972 * ((PROP(p,'A3'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * (
PROP (p, 'A3') /PROP(p, 'Al'))))$ (PROP (p, 'A3') GT 0)+0%(PROP(p, 'A3') LT 0):
' Ka('7".p) = ((5972 * ((PROP(p, 'Ad'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * (
PROP(p, 'A4") /PROP(p, 'Al'))))$ (PROP(p, 'Ad') GT 0)+0% (PROP(p, 'A4"') LT 0),;
Kd('8',p) = ((5972 * ((PROP(p,'A5'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * (
PROP (p, 'A5') /PROP(p, 'Al"))))$ (PROP(p, 'A5') GT 0)+0% (PROP(p, 'A5') LT 0):
; Kd('9',p) = ((5972 * ((PROP(p,'A6'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * |
PROP (p, 'A6') /PROP(p, 'Al'))))$ (PROP(p, 'A6') GT 0)+0$ (PROP(p, 'A6') LT 0);
{

Kd('10',p) = ((5872 =+ ((PROP(p, 'A7')) /PROP(p, 'A1')))/(1+17065 *
(p,'A?')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,‘A7') GT 0)+0S5(PROP(p, 'A7') LT 0);
Kd('11',p) (1L-PROP(p, 'A2')/1.5);

Rd('12',p) -0.4691 * loglO(PROP(p, 'Al'))+2.3902;
PARAMETER
Tl DF(i,p) DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTEIN D;
72 DF(i,p) = ABS(sum({pp$ (ORD(pp) EO IP) ,Kd(i,pp))-Kd(i,p))
73
74 PARAMETER
75 CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAPHTC STEP;

76 CF(i,p)=1;

T CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(4i)/10)) AND (DF (i,p) LT (SIG(i)/Z)))=l.02*{SQR
(SICG(i))-2+SQR(DF (i,p))) /SOR(SIG (1)) ;

78 CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/ 2)) AND (DF (i,p) LT (STG (1) )))=1.02*2*3Q
R(SIG(i)-DF(i,p))/SQR(SIG(1));

19 CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;
80

81
82
83 PARAMETER

84 con(p) VALUE DE INITIAL CONCENTRATTON
85

86

87

88

89 DPARAMETER

90 U value maxime of initial concentration;
U=2*sum(p$ (ord(p) EQ IP),con(p));

/pl 2.0
p2 240
p3 2.0
pd 2.0/

INCLUDER C:\GAMS\PROTETINL . TXT

§4 display kd,df,cf;

Variables §S;
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99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

2.1
il

123
124
{125
126
127
128
29
130
51
132
433
134
135
136
2y
138
129

140

i
141
142
143
144
145
146
147
148
l4g

resultdatoslpl70.txt

positive variables C(p,k), Cl(i,p.k):
Binary Variables Y(i,k), Z(k);

Equations OBJ, EQL, EQ2, EQ3, EQ4, EQ5, EOQ6, EQ7

eqgla
eg’b

‘

*Objective function
|

c.fx(p,'1l") = con(p);

OBJ.. S=E=SUM(k,ord(k)*z(k));

Ypurification of protein

. EQ8,eqg9,eqgda,egdb

SUM(i,Y(1,k+1))=L=8SUM(1i,Y(1i,k));

10/30/95

GAMS 2.25

EQ4(Pfk)${Ord(k) ge 3)--C(p:k)“SUM(j-rCF(i;p)*Clti:p:k_l}) =g= —U*(l—sum(

10:19:09 PAGE 3

.087 386/486 DOS

112 *Subject to

113

114 EQ1(k)..SUM(1i,¥Y(i,k))=L=1;
L5

116 EQ2(i)..SUM(k,Y(i,k))=L=1;
i 7

118 EOQ3 (k)S$(ord(k) 1t card(k))..
119

bL20
1,v(i,k-1)));

EQ4b(p, k) $(ord(k) ge 3)..C{p,k)-SUM(i,CF(i,p)*CLl(i,p,k-1)) =1= U*(l-sum/(

B (1i.k-1)));

EQ4a(p,'2')..C(p,'2')=E=SUM(i,CF(i,p)*y(i,'1')*con(p});

EQS(l:Prk)$(Ord(k) ge 2). -Cl(irpak)=L:C0n(P)*Y(irk_l)}

EQ6(p,k)$ (ord(k) ge 2)..C(p, k)=E=SUM(i,C1(i,p,k));

EQ7 (k) $ (oxrd(k) 1t card(k))..
eqg7a(k,kk)$ (ord(kk) le ord(k))..
* eqg7a(k) ..
eq7b(k, kk) s (ord(kk) gt ord(k))..
EQ8..5UM(k, Zz (k) )=E=1;

EQ9 (p, k) $ (ORD(p) EQ IP)..

option iterlim = 1000000
reslim = 1000000
limrow =0
solprint = off
opter = 0
limcol =
optca = 0;

Pagina 3

SUM(i,¥(i,kk))
SUM( (i,kk)$(ord(kk) le ord(k)),Y(i,kk))

SUM(1,Y(i,kk))

=g= z(k);

+ z(k) =1= 1;:

Z(k)=G=SUM(1i,Y(i,k))-SUM(i,¥(i,k+1));

=g= ord(k)*z (k) ;

C(p,k+1}=G=0.70* (SUM(pp,C (pp, k+1)))-U*(1-Z(k))



150

151

152 MODEL PROTEINL /OBJ,

153 EQ1, EQ2,

154 EQ4,

55 egda, eqgdb
56 EQ5,

57 1 EQ6,

158 | EQ7, eqga,
g5 o EQ8

160 eg9/;

161
162
163
164
165 proteinl.optfile=1
Ypurification of protein

proteinl.workspace=10;

10:19:09 PAGE 4

.087 386/486 DOS

166
167
§168
169
170
171
“Purification of protein

10:19:09 PAGE 5
Include File Summary

.087 386/486 DOS

SEQ GLOBAL TYPE PARENT
1. 1 INPUT 0
2 93 INCLUDE 1

COMPTLATION TIME =
Purification of protein

- 10:19:09 pPaGE 6
fXecution

087 386/486 DOS

Pl P2

display C.1, Cc1.1, Z.1l, Y.

EQ3,

eqg7b

8

resultdatoslpl70.txt

SOLVE PROTEIN1 USING MIP MINIMIZING S;

LOCAL FILENAME

0.110 SECONDS

10/30/95
GAMS 2.25
10/30/95
GAMS 2.25
C:\GAMS\DZTESIS.TXT
.C:\GAMS\PROTEIN1 .TXT
VERID MW2-25-087
10/30/95
GAMS 2.25

RETENTICN TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGR

P3

P4
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resultdatoslpl70.txt

0 645 0.100 0.154
0.100 0.174 0.233
0.132 0.206 0.272
0.152 0.215 0.270
0.073 0.124 0.161 0.209
0.208
0214
0.206
0.144
0.427 0.640 0.400 0.407
0.126 0.213 0.331 0.351
E 94 PARAMETER DF DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP 1
" PROTEIN p
P2 P3 P4
0.086 0.139 0.015
0.074 0. 1.3 0.100
0.074 0.140 0.132
0.062 0.118 0.152
0.051 0.088 0.137
0.208
0.211
0.206
0.144
0.213 0.027 0.020
0.087 0.205 0.225
94 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATO
PHIC STEP
P1 P2 P3 P4
1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 0.377 0.012 1.000
1.000 0.525 0.029 G.224
1.000 0.523 0.010 0.028
1.000 0.666 0.094 - 0.020
1.000 0.786 0.348 0.016
1.000 1.000 1.000 0.020
1.000 1.000 1.000 0.020
1.000 1.000 1.000 0.020
1.000 1.000 1.000 0.003
1.000 0.002 0.990 1.000
1.000 0.948 0.615 0.532
Purification of protein
) 10/30/95
10:19:09 pAGE 7
Yodel Statistics SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 169
_ GAMS 2.25
~087 386/486 DOS
10DEL, sTATISTICS
CKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 860
CKS OF VARTABLES 5 SINGLE VARIABLES 729
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resultdatoslpl70. txt

NON ZERO ELEMENTS 6460 DISCRETE VARIABLES 156
GENERATION TIME = 0.930 SECONDS
EXECUTION TIME = 0.990 SECONDS VERID MW2-25-087
vpurification of protein
|
10/30/95

10:19:08 PAGE 8
solution Report SOLVE PRCTEIN1 USING MIP FROM LINE 169

GAMS 2.25

.087 386/486 DOS

S O0OLVE SUMMARY
MODEL PROTEIN1 OBJECTIVE 8
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER OSL FROM LINE 169
*r** SOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
k*%% MODEL STATUS 1 OPTIMAL
#x*k* OBJECTIVE VALUE 2.0000
RESOURCE USAGE, LIMIT 4.781 1000000.000
ITERATION COUNT, LIMIT 105 1000000

Reading option file C:\GAMS\OSL.OPT

User supplied option file:
>method simplex

>strategy 48

>presolve -1

>bbpreproc 3

Work space requested by user - 10.00 Mb
Work space requested by solver -- 1.71 Mb
OSL step: Reading data 0.17 Seconds
OSL step: Scale 0.06 Seconds
Range of matrix coeffients:
before scaling : 0.0019 - 12.0000
after scaling : 0.0016 - 1.0000
OSL step: Crash 0.00 Seconds

Crash option : 1

OSL step: Simplex 0.05 Seconds
The dual algorithm has been chosen
Status: Successful (optimal)
Iterations: 26
Objective : 1.0443
OSL step: Preprocessor 4.23 Seconds

Pégina 6




resultdatoslpl70. txt

Iteraticns: 79
0SL step: Branch&Bound 0.00 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 0
Nodes : 0
Objective : 2.0000
|
0SL step: Primal Simplex 0.06 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 0
Objective : 2.0000

“purification of protein

10/30/95
0:19:09 PAGE 9
olution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 169
| GAMS 2.25
087 386/486 DOS
Fx%* REPORT SUMMARY : 0 NONOPT
0 INFEASIBLE
3 0 UNBOUNDED
“Purification of protein
10/30/95
0:19:09 PAGE 10
ExXecution
GAMS 2.25

.087 386/486 DOS

171 VARIABLE C.L

1 2 3
2.000 2.000 2.000
2.000 1.047 0.548
2.000 0.020 1.922761E-4
2.000 0.056 0.002

171 VARIABLE Cl1.L

2 3
2.000
1.047
0.020
0.056

2.000

0.548

1.922761E-4

0.002

171 VARIABLE Z.L
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resultdatoslpl70.txt

171 VARIABLE Y.L

1 2
1.000
1.000
CUTION TIME = 0.170 SECONDS VERID MW2-25-087
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Ypurification of protein(

resuldatoslpd.txt

386/486 DOS

SET

CHROMATOGRAPHY STEPS
PROTEINS

PROPERTY

ORDER

AT H

ALIAS (p,pp)

TABLE PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR

(k. kk)

10/30/95 09:56:05

/1*12/

/pl*pd/
JAL*AT/
F1*x1244

FOR PROTEIN p

A5 A6
~1..16 =168
-1.65 -2.20
-1.54 -2.17

1.598 1.87

Al A2 A3 A4
pl 67000 0.86 1.03 -0.14
P2 43800 0.54 1.40 -0.76
p3 24500 0.90 1.22 -0.76
pd 22200 0.89 1.94 1.90
*where
k3 o3 8 PROTEIN 'SERUM FROM BOVINE ALBUMIN'
*p2 PROTEIN 'OVALBUMIN'
*p3 PROTEIN 'SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR'
*pd PROTEIN 'THAUMATIN':
*AND
*Al MOLECULAR WEIGHT (Da)
*A2 HIDROPHOBICITY
*A3 pH 4.0
*Ad pH 5.0
*A5 pH 6.0
*A6 pH 7,0
*A7T pH 8.0;
scalar IP /4/;
PARAMETER

SIG(i) VALUE OF PEAK

Kd(i,p) RETENTION TIME FOR PRODUCT p

WIDTH

g

W00 U W

10
11
12

i -
ol I
.15
« 15
<15
w8
.15
o5
w5
.15
P
.46/

==RsslololaofolcloNal o

ejemplo 1. purificacién del suero de albumina bovino)

PAGE 1

GAMS 2.25

A7
-2.05
-2.36
=2 1.3

IN CHROMATOGRAPHIC STEP 1i;

Ka('l',p) = ((7383 * ABS (PROP (p, 'A3') /PROP(p, 'AL')))/(1+15844 *

Pagina 1



ABS (PROP(p, 'A3") /PROP(p, 'Al'))))$ (PROP(p, 'A3")
vpurification of protein

resuldatoslp4. txt

LT 0)+0$(PROP(p, 'A3') GT 0);

10/30/95

00:56:05 PAGE 2

GAMS 2.25
087 386/486 DOS

58 RA('2',p) = ({7383 * ABS{PROP(p, 'A4") /PROP (p, 'A1')))/(1+15844 *
ABS (PROP (p, 'Ad') /PROP(p, 'A1l')})) S (PROP(p, 'A4') LT 0)+0$ (PROP(p, 'A4') GT Q) ;
) KA('3',p) = {(7383 = ABS(PROP(p, 'A5'") /PROP(p, 'Al")) )/ (1+15844 *
jﬁs(PROP(p,'AS')/PROP(p,’Al’))))S(PROP(p,'AS') LT 0)+0$(PROP(p,’A5‘) GT Q) ;

60 Kd('4',p) = ((7383 * ABS (PROP(p, 'A6') /PROP (p, 'AL1')) )/ (1+15844 *
ABS (PROP(p, 'A6') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A6') LT 0)+0$ (PROP (p, 'A6') GT 0);

Bl KA('5',p) = {(7383 * ABS (PROP(p, 'A7') /PROP(p, 'Al')) )/ (1+15844 *
ABS (PROP (p, 'A7') /PROP(p, 'A1l'))))$(PROP(p, 'A7') LT 0)+0% (PROP(p, 'A7') GT 0);
o Rd('6',p) = ((5972 * ((PROP(p,'A3'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * (
PROP (p, 'A3') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A3') GT 0)+0$ (PROP(p, 'A3') LT 0);

i KA('7',p) = ((5972 * ((PROP(p, 'A4")) /PROP (p, 'AL')))/(1+17065 * (
PROP (p, 'A4") /PROP(p, 'ALl')))) $ (PROP(p, 'Ad4') GT 0)+0$ (PROP(p, 'Ad') LT 0);

64 Kd('8',p) = ((5972 * ((PROP(p,'A5'))/PROP(p, 'A1')))/ (1417065 * (
PROP(p, 'A5') /PROP(p, 'Al'))))$ (PROP(p, 'A5') GT 0)+0s (PROP (p, 'A5') LT 0);

65 KA('9',p) = ((5972 * ((PROP(p, 'A6'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * (
'PROP (p, 'A6') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A6') GT 0)+0$ (PROP(p, 'A6') LT 0);

. 56 KA('10',p) ({5972 * ({(PROP(p,'A7'))/PROP(p, 'ALl')))/(1+17065 *

67
68
69
70
el

72

73
74
75
76
i

79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
- 92

HICLUDE

94
45
96
a7
98

(PROP(p, 'A7"') /PROP (p, 'Al"

iEIG(i))—Z*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i));

EGSIG(i)—DF(ifP))/SQR(SIG(i));

)))$(PROP(p, "A7') GT 0)+0% (PROP (p, 'A7') LT 0)

T

)
)

KA('11',p) (1-PROP(p, 'A2')/1.5);

Kd('12',p) -0.4691 * 1loglO(PROP(p, 'Al'))+2.3902;
PARAMETER

DF (i,p) DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTETN D;

DF(i,p) = ABS(sum(pp$(ORD(pp) EQ IP),Kd(i,pp))-Kd(i,p))

PARAMETER

CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAPHIC STEP;
CF(i,p)=1;
CF{i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/10)) AND (DF(i,p) LT (8IG(i)/2)))=1.02*(SQR

Cr{i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/ 2)) AND (DF(i,p) LT (SIG(1) 1) )=1.02*2+%gQ

CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;

PARAMETER
con(p) VALUE DE INITIAL CONCENTRATION
/pl 2.0
p2 2.0
p3 2.0

r4d 2.0/
PARAMETER

U value maxime of initial concentration;
U=2*sum(p$ (ord(p) EQ IP),con(p)):

C:\GAMS\PROTEIN1.TXT
display kd,df,cf;

Variables §;
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resuldatoslpd.txt

positive variables C(p,k), Cl{i,p,k);

Binary Variables Y(i, k), Z(k);

Equations OBRJ, EQLl, EQ2, EQ3, EQ4, EQ5, EQ6, EQ7, EQ8,eq9,eqda,egib
egla
eq7b

*Objective function
c.fx(p,'1l') = con(p);
110 OBJ.. $=E=8SUM(k,ord (k) *z(k));

il
purification of protein

10/30/95
09:56:05 PAGE 3

GAMS 2.25
386/486 DOS
*Subject to
EQL(k)..SUM(i,Y(i,k))=L=1;
EQ2(i)..suM{k,Y(i,k))=L=1;
EQ3 (k) $(oxrd(k) 1t card(k)).. SUM{i,Y(i,k+1))=L=8UM(i,Y(i,k));
_ EQ4 (p,k)$ (ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(i,CF(i,p)*Cl(i,p,k-1)) =g= -U*({1l-gum/(
Ly (i, k=1)));
121
122 EQ4b(p.k)$(ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(i,CF(i,p)*Cl(i,p,k-1)) =1= U*(1-sum(
LY (1,k-1)));
EQda(p,'2")..C(p,'2"')=E=SUM(i,CF(i,p)*y(i,'1") *con(p));
EQ5(i,p.k)$(ord(k) ge 2)..C1(i,p,k)=L=con(p)*Y (i, k-1);
EQ6 (p, k) $ (ord(k) ge 2)..C(p,k)=E=SUM(i,Cl(i,p.k));
EQ7 (k) $ (ord (k) 1t card(k)).. Z(k)=G=SUM(i,¥(i,k))-SUM(i,Y(i,k+1));
eq’a(k, kk) § (ord(kk) le ord(k)).. SUM(i,Y(i,kk)) =g= z(k);
* eqla(k).. SUM((i,kk)$ (ord(kk) 1le ord(k)),Y(i,kk)) =g= ord(k)*z(k);
eq’b(k,kk) § (ord(kk) gt ord(k)).. SUM(i,¥Y(i,kk)) + z(k) =1= 3
EQ8..8UM(k, 7 (k) ) =E=1;

EQS(p, k) $ (ORD(p) EQ IP).. C{p.k+1)=G=0.98* (SUM(pp, C (pp, k+1)})-U* (1-Z (k) )

option iterlim = 1000000
reslim = 1000000
limrow =0
solprint = off
optcr =0
limcol =0
optca = {3
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09:56:05 PAGE 4

386/486 DOS

09:56:05 PAGE 5
nclude File Summary

087 386/486 DOS

SEQ  GLOBAL TYPE
1 1 INPUT
2

93 INCLUDE

MPILATION TIME =
Purification of protein

:56:05 PAGE 6
ecution

087 386/486 DOS

94 PARAMETER KD
*PHIC STEP 1

MODEL PROTEIN1 /OBJ,
EQ1,
EQ4,
eqgda, eqgdb
EQ5,
EQ&,
EQ7,
EO8
eq9/;

proteinl.workspace=10;

proteinl.optfile=1
irification of protein

Pl P2

resuldatoslp4.txt

EQ2, EQ3,

eg7a, eg’b

SOLVE PROTEIN1 USING MIP MINIMIZING S;

display C.1, cl1.1, 2.1, Y.1;
ification of protein

10/30/95
GAMS 2.25
10/30/95
GAMS 2.25
PARENT LOCAL FILENAME
0 0 C:\GEMS\DATOSITESIS.TXT
1 93  .C:\GAMS\PROTEINI1.TXT
0.110 SECONDS VERID MW2-25-087
10/30/95
GAMS 2.25

RETENTION TIME FOR PRODUCT pr IN CHROMATOGR

P3 P4
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resuldatoslp4d. txt

0.015 0.100 0.154
0.100 0.174 0.233
0.132 0.206 0.272
0.152 0.215 0.270
0.073 0.124 0.161 0.209
0.208
@217,
0.206
0.144
0.427 0.640 0.400 0.407
0.126 0.213 0331 0.351
. 94 PARAMETER DF DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i
OF PROTEIN p
P1 P2 B3
0.015 0.100 0.154
0.100 0.174 0233
0.132 0.206 0. Zpd
0.152 0.215 0.270
0137 0.086 0.0458
0.208 0.208 0.208
0.211 0.211 0.211
0.206 0.206 0.206
0.144 0.144 0.144
0.020 0.233 0.007
0.225 0.138 0.020
94 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATICN AFTER A CHROMATO
PHIC STEP
P1 P2 P3 P4
1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 0.222 0.020 1.000
0.224 0.020 0.020 1.000
0.028 0.020 0.020 1.000
0.020 0.020 0.020 1.000
0.016 6. 372 0.805 1.000
0.020 0.020 0.020 1.000
0.020 0.020 0.020 1.000
0.020 0.020 0.020 1.000
0.003 0.003 0.003 1.000
1.000 0.020 1.000 1.000
0.532 0.835 1.000 1.000
‘Purification of protein
10/30/95
09:56:05 PAGE i
Model Statistics SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 169
: GAMS 2.25
-087 386/486 DOS
¥ODEL, STATISTICS
m@CKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 860
BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIARLES 729
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resuldatoslp4. txt

JON ZERO ELEMENTS 6460 DISCRETE VARTIABLES 156
GENERATION TIME = 0.930 SECONDS
EXECUTION TIME = 0.990 SECONDS VERID MW2-25-087

~Ypurification of protein
\

10/30/95
09:56:05 PAGE 8

golution Report SOLVE PROTEINL USING MIP FROM LINE 169

GAMS 2.25
087 386/486 DOS

S OLVE SUMMARY
MODEL PROTEIN1 OBJECTIVE S
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER 0SL FROM LINE 169
Axkx SOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
*%%+ MODEL STATUS 1 OPTIMAL
#*** OBJECTIVE VALUE 1.0000
RESOURCE USAGE, LIMIT 75.410 1000000.000
ITERATION COUNT, LIMIT 34423 1000000

Reading option file C:\GAMS\OSL.QPT

User supplied option file:
>method simplex

>strategy 48

>presolve -1

>bbpreproc 3

Work space requested by user - 10.00 Mb
Work space requested by solver —- 1.71 Mb

OSL step: Reading data 1.20 Seconds
OSL step: Scale 0.06 Seconds
Range of matrix coeffients:
before scaling : 0.0032 - 12.0000
after scaling : 0.0133 - 1.0000
OSL step: Crash 0.00 Seconds

Crash option : 1

OSL step: Simplex 0.11 Seconds
The dual algorithm has been chosen
Status: Successful (optimal)
Iterations: 57
Objective : 1.0000
OSL step: Preprocessor 0.00 Seconds

Pdgina 6
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Iterations: 0
0SL step: Branch&Bound 73.54 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 34403
Nodes 3 0
Objective : 12.0000
0SL step: Primal Simplex 0.06 Seconds
Status: Successful (optimal)
Tterations: 3
Objective : 1.0000

“purification of protein

10/30/95
09:56:05 PAGE g
ution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 169
GAMS 2.25
.087 386/486 DOS
k%% REPORT SUMMARY : 0 NONOPT
0 INFEASIBLE
,. 0 UNBOUNDED
“Purification of protein
10/30/895
09:56:05 PAGE 10
Execution
GAMS 2.25

386/486 DOS

171 VARIABLE C.L

1 2
2.000 0.006
2.000 0.006
2.000 0.006
2.000 2.000

171 VARIABLE C1.L
2

10.p1 0.006

0.006

0.006
2.000

171 VARIABLE Z.L



resuldatoslpd. txt

171 VARIABLE Y.L

= 0.220 SECONDS VERID MW2-25-087
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resdatos2pl70.txt

YGAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PACE

i
PURIFTCATION OF ECOLI_SS8

4
5 SET
6 I CRHOMATOGRAPHY STEPS /1%22/
7 p PROTEINS /pl*p9/
8 A PROPERTY /A1*A12/
9 k ORDER /1%20/;
10 _
11 ALIAS (p.pp)
12 (K, KK)
13
14
15 TABLE PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR PROTEIN p
16
17
18
19 Al A2 A3 a4 a5 A6 A7 ASB A9
Al10 A1l Al
20 pl 31000 0.00 1.46 0.09 -0.62 -0.66 ~1.02 -1.82 =3.33
-2.52 -2.52 -3.5
21 p2 62500 0.00 1.46 0.09 -1.06 -0.98 -1.17 -1.71 -2.79
-3.52 -3.32 -3.3
22 p3 40600 0.00 1.46 0.09 -0.55 -0.22 -0.22 -0.26 -0.73
-1.26 -1.82 -3.5
23 pa 69600 0.00 1.46 0.09 -0.55 =0.22 =0.22 -0.26 -—0.93
-1.26 -1.82 -3.5
24 p5 40600 0.00 1.46 3.14 1.46 0.28 -0.47 -0.89 -1.06
-1.08 -1.04 -1.0
25 p6 59600 0.00 1.46 3.14 1.46 0.28 -0.47 -0.89 -1.06
-1.08 -1.04 -1.0
26 p7 41000 1.50 1.456 0.93 0.26 -0.35 -0.87 -1.31 -1.65
-1.90 -2.04 -2.0
P 27 D8 32900 1.50 1.46 0.09 0.00 -1.70 -2.70 -2.90 -3.51
-3.51 -3.51 -3.5
28 p9 35500 0.20 1.46 0.09 -0.55 -0.22 -0.22 -0.26 -0.73
-1.26 -1.82 -3.51
29
30 *prop(p,A)=abs(prop(p,A));
31

Pagina 1



resdatos2pl70.txt

32 *where
33 *P1  PRODUT
34 *P2  CONT_ 1
35 *P3  CONT_2
36 *P4  CONT_3
' 37 *P5  CONT 4
38 *P6  CONT_5
39 *p7  CONT 6
40 *P8  CONT_7
41 *P9 = CONT_8;

42

43

44

45 *AND

46 *Al MOLECULAR WEIGHT (Da) :
‘GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/85 23:17:00 PAGE

URIFICATICN OF ECOLTI_S8

47 *A2 HIDROPHOBICITY

48 *A3 pH 4.0
49 *A4 pH 4.5

50 *A5 PH 5.0

51 *A6 pH 5.5

52 *A7 pH 6.0

53 *AR pH 6.5

54 *A9 pH 7.0

55 *Al0 pH 7.5

56 *All pH 8.0

57 *Al2 pH 8.5;

58

59 scalar IP /1/;

60

61 PARAMETER

62 SIG(1) VALUE OF PEAK WIDTH

63

64 /1 0.15
65 2 0.15
66 3 Bl
67 4 0.15
68 5 0.15
69 6 D15
70 7 0.15
Tl 8 0% 15
72 9 0..d5
03 10 0.15
74 11 0.15
75 12 0.15
76 13 0.15
&7 14 8315
78 15 Q.15
79 16 0.15
80 17 0..1.5
81 18 0.15
82 19 0.15
83 20 . 0.15
84 21 0.22
85 22 0.46/
85

87

88 Kd(i,p) RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHIC STEP 1;
89 Kd('1l',p)=((7383 =* abs(PROP(p,'AB')/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *abs

Pégina 2



3

93

94

95

96

97

98

99

resdatos2pl70.txt

(PROP(p,'AB')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A3') LT 0} + 03(PROP(p,'A3') GT O

90 KA('2',p)=((7383 * abs (PROP (p, "A4') /PROP (p, 'AL')))/(1+15844 *
abs (PROP (p, 'A4"') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A4') LT 0) + 0S$(PROP(p, 'Ad")
| GT 0)

o RKd{'3',p)=((7383 * abs (PROP(p, 'A5') /PROP(p, 'Al')))/(1+15844 *
abs(PROP(p,'AS')/PROP(p,'Al’))))$(PROP(p,'A5'} LT 0) + 0$(PROP(p, 'A5")
GT 0)

592 Kd('4',p)=((7383 * abs (PROP(p, 'A6') /PROP(p, 'A1'))) / (1+15844 *
abs(PROP(p,'AG')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,’A6') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A6"')

“GEMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE

PURIFICATION OF ECOLI_SS8

GT 0)

RA('5',p)=((7383 * abs(PROP(p,'A?’)/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *
abS(PROP(p,'A7')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A7') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A7")

GT 0)

KA('6e',p)={((7383 * abs(PROP(p,'AS')/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *
abs(PROP(p,'AB')/PROP(p,'Al'))))S(PROP(p,'AB') LT 0) + 0S(PROP(p, 'A8"')

GT 0)

Kd('7"'.,p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A9')/PROP(p, 'ALl')))/(1+15844 *
abs (PROP (p, 'A9') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A9') LT 0) + 0% (PROP(p, 'A9")

GT 0)

Kd('8',p)=((7383 * abs(PROP(p,'AlO')/PROP(p,'Al')

))/ (1+15844 =
abs(PROP(p,'AlO')/PROP(p,'Al')))}$(PROP(p,'A10') LT DX =08

PROP (p, 'A10"
GT 0)

Kd('9',p)=((7383 * abs(PROP(p,'All'}/PROP(p,'Al’)))/(l+15844 *
abs(PROP(p,'All')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A11') LT 0) + 0S$(PROP(p, 'All"

GT 0)

KA('10',p)=( (7383 * abs(PROP(p,‘AlZ')/PROP(p,’Al’)))/(1+15844 *
abs(PROP(p,'AlZ’)/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,‘A12') LT 0) + 0$(PROP(p, 'Al2"
GT 0)

Kd('11',p)=((5972 = ((PROP(p,'A3'))/PROP(p,'Al'}))/(l+l7065 ¥
{PROP(p,'A3')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A3!) GT 0) + 0$(PROP(p, 'A3') LT 0

Ka('l2',p)={((5972 * ((PROP(p, 'A4")) /PROP(p, 'Al"')))/(1+17065 *
(PROP(p,'A4*)/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A4') GT 0} + OS(PROP(p, 'Ad4') LT 0
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109
110
11
112

4

113
114
i
115
I
117
118
119

120

“GAMS 2.25.087

CF(i,p)$((DF(1i,p)

resdatos2pl70.txt

KA('13',p)=((5972 = ((PROP(p,'A5'))/PROP(p,'Al'}))/(l+17065 =
{PROP(p,‘A5')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A5') GT 0) + O$(PROP(p,'A5') LT 0O

Kd{'14',p}={( (5972 * ((PROP(p,'AS'))/PROP(p,'Al')))/(l+17065 *
(PROP(p,'AG'}/PROP(p,'Al‘))))$(PROP(p,'A6') GT 0) + 0$(PROP(p,'A6') LT 0O

RKA('15',p)=((5972 * ((PROP(p,'A7'))/PROP(p.'Al')))/(1+l7065 *
(PROP(p,'A7')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A7') GT 0) + O$(PROP(p,'A7') LT 0O

Kd('lé',p)=((5972 =* ((PROP(p, 'A8'))/PROP(p, 'A1')))/(1+17065 *
(PROP(p, 'A8') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'A8') GT 0) + 05 (PROP(p, 'A8') LT 0

KA('17',p)=((5972 = ((PROP(p,'A9") ) /PROP(p, 'AL")) )/ (1+17065 *
(PROP(p, 'A9") /PROP(p, 'A1'})))$ (PROP(p, 'A9') GT 0) + 0$ (PROP(p, 'A9') LT 0

Kd('18',p)=((5972 = ((PROP(p, 'A10') )} /PROP(p, "AL")))/(1+17065 *
(PROP(p, "A10') /PROP(p, 'A1"))))$ (PROP(p, 'A10') GT 0) + 0$(PROP(p, 'A10")

LT 0)

Ka('19',p)=( (5972 * ({PROP(p,'All'))/PROP(p,'Al’)))/(l+17065 *
(PROP(P,'All')/PROP(p,'Al‘))))$(PROP{p,'A11') GT 0) + 0S(PROP(p, 'All")

LT 0)

Kd('20',p)=((5972 * ((PROP(p,’AlZ'))/PROP(p,'Al')))/(l+17065 *
(PROP(p,'AlZ')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A12') GT 0) + 0$(PROP(p, 'Al2")

LT 0)
KA('21',p)=PROP(p, 'A2"');
Kd('22',p)=-0.4691 * loglO(PROP(p, 'Al'))+2.3902;
PARAMETER
386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE

PURIFICATION OF ECOLI_S8

DF(i,p) DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTEIN p;
DF(i,p) = ABS(sum(pp$ (ORD(pp) EQ IP) ,Kd(i,pp))-Kd(i,p))

PARAMETER

CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION. AFTER A CHROMATOGRAPHIC STEP;

CF(i,p)=1;
CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(1)/10)) AND (DF(i,p) LT (SIG(1)/2)))

=l.O2*(SQR(SIG(iJ)—2*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG{i))

GE (SIG(i)/ 2)) AND (DF(i,p) LT (SIG(i) )
)

))
=1.02*2*SQR(SIG(i)-DF(i,p))/SQR(SIG(i))
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121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
37
i3 8
139
140
141
142

144
145
146
147
148
149
150
151
152
i153
154
(55
156
57
158
159
160
161
162
163

5

le4
165
166
167
168
169
170
171

72
173

INCLUDE

GAMS 2.25.087

resdatos2pl70.txt

CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;

* CF(i,p)=1.02*(SQR(SIG(i))-2*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i));

*SCALAR
H u /3/
PARAMETERS

\ CON (p) VALUE THE INITIAL CONCENTRATION

parameter

/Pl
P2
B3
P4
P5
P6
P7
P8
=4

U VALUE MAXIME OF INITIAL CONCENTRATION;

U=2*sum(p$ (crd(p) EQ IP),con(p));

C:\GAMS\PROTEIN1 . TXT
display kd4,df,cf;

Variables §S;
positive variables Cl(p,k), Cl(i,p,k);
Binary Variables Y (i, k), Z (k)

i

.62
.42
25
)
.09
.09
.74
.74
.25/

cChNNOOCOCOOO

Equations OBJ, EQ1, EQ2, EQ3, EQ4, EQ5, ED6, EQ7, EQ8,eq9, egda, egib

eqg’a
eqg’b
i
*Objective function
c.fx(p,'1l') = con(p):

* OBJ.. S=E=SUM((i,k),Y(i,k});
OBJ.. S5=E=SUM(k,ord(k)*z(k));

*Subject to
386/486 DOS

PURIFICATION OF ECOLI_S8

EQ1(k)..SUM(i,Y(i,k))=L=1;
EQ2 (1) ..SUM(k,Y(1,k))=L=1;

EQ3 (k) $(ord(k) 1t card(k))..

10/30/95

23:17:00

SUM(i,Y(1i,k+1))=L=SUM(i,Y(i,k));

EQ4 (p, k) $(ord (k) ge 3)..C(p.k)-SUM(L,CF(i,p)*C1(i,p,k-1)) =g=

EQ4b(p.k)$(ord(k) ge 3)..C{p,k)-SUM(i,CF(i,p)*C1(i,p,k-1)) =1=
U*{l-sum(i,y(i,k-1)))

Pédgina 5

-U* (1-sum(i,y(i,k-1)))

PAGE



resdatos2pl70.txt

174
175 EQ4a(p,'2')..C(p,’'2"')=E=SUM(i,CF(i,p)*y(i, '1')*con(p)):

176
177 EQ5(i,p.k)$(ord(k) ge 2)..Cl{i,p,k)=L=con(p)*Y (i, k-1);

178
179 EQ6(p,k)s(ord(k) ge 2)..C(p, k)=E=SUM(i,CLl(i,p.k));

180
181 EQ7(k)s(ord(k) 1lt card(k)).. Z(k)=G=SUM(1i,Y(i,k))-SUM(i,Y (i, k+1));
|

182

183 eqg7a(k,kk)$(ord(kk) le ord(k)).. SUM(i,Y({i,kk)) =g= z(k);
184

- 185 * eg7alk).. SUM( (1i,kk)S$(ord(kk) 1le ord(k)),¥Y(i,kk)) =g= ord(k)*z(k):
186

187 eq7b(k,kk)$(ord(kk) gt ord(k)).. SUM(i,Y(i,kk)) + z(k) =1= 1;

188

189 EQB..SUM(k,Z(k))=E=1;

190

191 EQ9 (p,k)$(ORD(p) EQ IP).. C(p, k+1)=G=0.70* (SUM(pp,C (pp, k+1)))-U*(1-Z (k))

192

193 option iterlim = 1000000
194 reslim = 1000000

155 limrow =0

196 seolprift. = off

.97 optecr =0

198 limcol =g

199 optca = 0;

200

D01

202

203 MODEL PROTEINI /OBJ,

204 EQl, EQ2, EQ3,
205 EQ4,

206 egda, egdb

207 EQ5,

208 EQ6,

209 EQ7, egTa, eglb
210 EQS8

2171 eqg8/;

212

213

214 proteinl.workspace=10;

“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE

6
PURIFICATION OF ECOLI_SS8

215
216 proteinl.optfile=1

217

218

219

220 SOLVE PROTEIN1 USING MIP MINIMIZING S;

221

222 display C.1, Sl Ly Bady: ¥l

VEAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE
PURIFICATION OF ECOLI_S8

Include File Summary

SEQ GLOBAL TYPE PARENT LOCAL FILENAME
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resdatos2pl70.txt

i 1 INPUT 0 0 C:\GAMS\D21TESPE.TXT
3 143 INCLUDE 1 143  .C:\GAMS\PROTEIN1.TXT
ILATION TIME = 0.110 SECONDS VERID MW2-25-087
MS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE

JFICATION OF ECOLI_S8
ecution

144 PARAMETER KD RETENTTON TIME FOR PRODUCT p IN
CHROMATOGRAPHIC STEP i
Pl B2 P3 P4 P5 Pé6
0.112 0.099 0.082 0.052
0.118 0.093 0.037 0.022
0.160 0.107 ©.837 0.022 0.072 0.045
0.225 0.141 0.043 0.026 0.120 0.079
0.253 0.193 0.103 0.066 0.136 0.091
0.262 0.220 0.154 0.104 0.138 0.092
0.262 0.213 0.194 0.137 0.135 0.089
0.299 0.213 0.269 0.207 0.132 0.087
0.156 0.100 0.133 0.092 0.133 0.092
0.017 0.008 0.013 0.008 9.-1.99 0.152
0.133 0.092
0.037 0.022
0.283 0.140 0.228 0.119 0.228 B 119
P7 P8 B9
0.092
0.056 0.210 0.042
0.117 0.263 0.042
0157 0.272 0.048
0.181 0.293 0.115
0.197 0.293 0.168
0.205 0,293 0.209
0.207 0.293 0.284
0.132 0151 0.144
0.098 0.01s 0.015
0.034
1.500 1.500 0.200
G:.226 0.271 0.256
———— 144 PARAMETER DF DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP 1
OF PROTEIN p
P2 P3 P4 B5 P& P7
0.013 0.030 0.060 0.112 0.112 0,112
0.025 0.081 0.095 0.118 0.118 0.062
0.053 0.123 0.137 0.087 0.115 0.042
0.084 0.182 0188 0.104 0.146 0.068
0.060 0.150 0.187 0.117 0.163 0.072
0.043 0.109 0.158 0.124 0.170 0.065
0.049 0.069 0.126 0.128 0.173 0.057
0.086 0.030 0.092 0.167 0-.212 0.093
0.0586 0.023 0.064 0.023 0.064 0.024
0.008 0.004 0.009 0.183 0.136 0.081
0.133 0. 092 0.034
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14 0.037 0.022
GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE
9
PpURIFICATION OF ECOLI_SS8
xecution
144 PARAMETER DF DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP 1.

OF PROTEIN p

P2 P3 P4 P5 P6 P7
1.500
0.143 0.055 0.165 0.055 0.165 0.057
h=Fc! P9
0.112 0.020
0.092 0.076
0.104 0.118
0.047 0.176
0.039 0.139
0.030 0.095
0.030 0.053
0.006 0.015
0.005 0.012
9.114712E-4 0.002
1.500 0.200
0.012 0.028
=== 144 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A
CHEROMATOGRAPHIC STEP
Pl P2 P3 P4 P5 P6
1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
3 1.000 1.000 0.940 0.691 0.130 0.130
4 1.000 0.964 0.435 0.271 0.096 0.096
5 1.000 0.764 0.067 0.014 0.355 0.113
6 1.000 0.399 0.020 0.020 0.188 0.001
i 1.000 0.691 7.434878E-8 0.020 0.099 0.020
8 1.000 0.855 0.155 0.020 0.061 0.020
ko 1.000 0.799 0.591 0.053 0.045 0.020
bl 1.000 0.369 0.939 0.303 0.020 0.020
. 1.000 0.734 0.973 0.652 0.973 0.652
f 1.000 1.000 1.000 1.000 0.020 0.019
1.000 1.000 1.000 1.000 0.026 0.302
1.000 1.000 1.000 1.000 0.897 0.974
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
1.000 0.823 0.991 0.758 0.991 0.758
5.087 286/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE

PURIFICATION OF ECOLI_S8
Execution
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Pagina 9

PAGE

PAGE

144 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A
CHROMATOGRAPHIC STEP
P7 P8 9
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
0.130 0.130 0.983
0.671 0.303 0.498
0.857 0.194 0.093
0.601 0.820 0.020
0.552 0.879 0.011
0.637 0.936 0.278
0.726 0.936 0.761
0.298 1.000 1.000
0.969 1.000 1.000
0.430 1.000 1.000
0.914 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000
0.020 0.020 0.017
0.989 1.000 1.000
YGAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00
5l
PURIFICATION OF ECOLT_S8
Model Statistics SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 220
MODEL, STATISTICS
BLOCKS OF EQUATTIONS 14 SINGLE EQUATIONS 4768
BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIABLES 4394
NON ZERO ELEMENTS 38247 DISCRETE VARIABLES 460
GENERATTON TIME = 4.010 SECONDS
EXECUTION TIME = 4.230 SECONDS VERID MW2-25-087
“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00
1)
PURIFICATION OF ECOLI S8
Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 220
SOLVE SUMMARY
MODEL  PROTEINI OBJECTIVE §
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER 0SL FROM LINE 220.
f*** SOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
*¥%% MODEL STATUS 1 OPTTIMAL
***% OBJECTIVE VALUE 3.0000
RESOURCE USAGE, LIMTIT 80.852 1000000.000



resdatos2pl70.txt

ITERATION COUNT, LIMIT 1015 1000000
could not find option file C:\GAMS\OSL.OPT
Using defaults instead.

Work space requested by user —= 10.00 Mb
lork space requested by solver -- 9.28 Mb
OSL step: Reading data 2.58 Seconds
OSL step: Scale 2.19 Seconds

Range of matrix coeffients:

before scaling : 0.0000 - 20.0000
after scaling : 0.0000 - 1.0000
OSL step: Presolve 1.70 Seconds

Size reduction:

rows i 4768 (old) 4766 (new)

columns 4394 (old) 4394 (new)

nonzeroes: 38247 (old) 38225 (new)
OSL step: Crash 1.43 Seconds

Crash option : 1

OSL step: Primal Simplex 8.23 Seconds
Status: Successful (optimal)
Tterations: 161
Objective : 1.3486
OSL step: Branch&Bound 56.19 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 854
Nodes ' 14
Objective : 3.0000

OSL step: Postsolve 1.77 Seconds

OSL step: Primal Simplex 0.76 Seconds

Status: Successful (optimal)

Iterations: 0

] Objective : 3.0000

;GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00
13

EURIFICATION OF ECOLI_SS8

Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 220

***% REPORT SUMMARY - 0 NONOPT

0 INFEASIBLE

0 UNBQUNDED
;GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00
4

PURIFICATION OF ECOLI_S8
Xecution
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222 VARIABLE C.L

il 2 3 4
0.620 0.620 0.620 0.620
0.420 0.420 0.420 0.168
0L250 0.250 0.250 0.005
0.250 0.250 0.250 0.005
0.080 0.090 0.090 0.017
0.090 0.090 0.090 1.266353E-4
2.740 0.055 0.001 6.590838E-4
2.740 0.055 0.001 8.985890E-4
0.250 0.004 7.106072E-5 1.421214E-6

222 VARIABLE C1.L

2 3 4
0.620
0.420
0.250
0.250
0.090
0.090
0.001
0.001
7.106072E-5
0.620
0.168
0.005
0.005
0.017
1.266353E-4
6.590838E-4
8.985890E-4
1.421214E-6
0.620
0.420
0.2508
0.250
0.090
0.090
0.055
0.055
3 0.004
GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:17:00 PAGE

IFICATION OF ECOLI_S8
fxecution

222 VARIABLE Z.L

222 VARIABLE Y.L
4 2 3

1.000
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1.000
1.000

XECUTION TIME = 0.390 SECONDS VERID MW2-25-087
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‘GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE

i
PURIFICATION OF ECOLI_S8

4 |
5 SET
6 I CRHOMATOGRAPHY STEPS /1%22/
7 p PROTEINS /pl*p9/
g A PROPERTY JA1*A12/
9 k ORDER /1%20/;
10
11 ALIAS (p.pp)
12 (K, KK)
13
14
15 TABLE PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR PROTEIN p
16
17
18
19 a1l A2 A3 Ad AS A6 A7 A8 A9
Al0 All Al
200 Bl 31000 0.00 1.46 0.09 -0.62 -0.66 -1.02 -1.82 -2.33
~2.52 -2.52 -3.5
21 p2 62500 0.00  1.46 0.09 -1.06 -0.98 -1.17 -1.71 -2.79
-3.52 -3.32 -3.3
22 p3 40600 0.00 1.46 0.09 -0,55 -0.22 -0.22 -0.26 -0.73
-1.26 -1.82 -3.5
23 p4d 69600 0.00 1.46 0.09 -0.55 -0.22 -0.22 -0.26 -0.73
-1.26 -1.82 -3.5
24 p5 40600  0.00 1.46 3.14 1.46 0.28 -0.47 -0.89 -1.06
-1.08 -1.04 -1.0
25 p6 69600 0.00 1.45 3.14 1.46 0.28 -0.47 -0.89 -1.06
-1.08 -1.04 -1.0
26 p7 41000 1.50 1.46 0.93 0.26 -0.35 -0.87 -1.31 -1.65
-1.90 -2.04 -2.0
27 p8 32900 1.50  1.46 0.09 0.00 -1.70 -2.70 -2.90 -3.51
-3.51 -3.51 -3.5
28 p9 35500 0.20  1.46 0.0 -0.55 -0.22 -0.22 -0.26 -0.73
-1.26 -1.82 -3.51
29
30 *prop(p,A)=abs (prop(p,A));
31
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32 “*where

33 *P1 PRODUT
34 *pP2 CONT_1
35 *P3 CONT_2
36 *p4 CONT_3
37 *B5 CONT_4
38 *Po CONT_5
39 *p7 CONT_6
40 *P8  CONT 7
41  *P9 CONT_8§;

42
43
44
45  *AND
46 *Al MOLECULAR WEIGHT (Da)
“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
2

PURIFICATION OF ECOLI_SS8

47 *A2 HIDROPHOBICITY
48 *A3  pH 4.0

49  *A4 pH 4.5
50 *A5b pH 5.0

51 *A6 pH 5.5

52 *A7 pH 6.0

53 *AB pH 6.5

54 *A9 pH 7.0

55 *Al10 pH 7.5

56 *All pH 8.0

57 *Al2 pH 8.5;

58

59 scalar IP /17

60

61 PARAMETER

62 SIG(1i) VALUE OF PEAK WIDTH

63

64 F1 0.15
65 2 0.15
66 3 0.15
67 4 0.15
68 5 0.15
69 6 0.15
70 7 6..15
Tk 8 0.15
72 9 0.15
73 10 0.15
74 11 0.15
75 1.2 0.15
76 13 0.15
i 14 0.15
78 15 0. 15
79 16 0.15
80 17 0.15
81 18 0.15
82 19 0.15
83 20 0.15
84 21 0.22
85 22 0.46/
86

87

88 Kd{i,p) RETENTION TIME FCR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHIC STEP i;
89 RKd('l',p)=((7383 * abs(PROP(p,'A3')/PROP(p,'Al')))/(l+l5844 *abs
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(PROP(p,'A3')/PROP(D;'Al'))))$(PROP(p,'A3‘) LT 0) + 0$(PROP(p,'A3') GT 0

90 Ka('2',p)=((7383 =* abs(PROP(p,'A4')/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *
abs(PROP(p,'A4')/PROP{p,‘Al'))))S(PROP(p,'A4') LT Q) + 0$(PROP(p, 'Ad")
GT 0)

r 91 Kd('3"',p)=((7383 * abs(PROP(p,‘A5')/PROP(p,'Al')))/(1+15844 *
abs(PROP(p,'AS')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A5') LT 0) + 03 (PROP(p, 'A5"')
GT 0)

, 92 KA('4',p)=((7383 * abs(PROP(p,'AS‘)/PROP(p,'Al')))/(l+15844 ¥
abs(PROP(p,'AG')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A6') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A6")

“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE

3

PURIFICATION OF ECOLI_S8

93

94

95

96

97

98

99

GT 0)

Ka({'5".p)l=((7383 = abs(PROP(p,'A7')/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *
abS(PROP(p,'A7')/PROP(p,’Al'})))$(PROP(p,'A7') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A7"')

GT 0)

Kd('6',p)=((7383 * abs(PROP(p,'A8')/PROP(p,‘Al‘)))/(1+15844 *
abS(PROP(p,'AB')/PROP(p,'Al‘))))$(PROP(p,'A8') LT 0) + 0S(PROP(p, 'A8")

GT 0)

Kd('7',p)=((7383 =* abs (PROP(p, 'A9"') /PROP(p, 'A1')) )/ (1+15844 =
abs(PROP(p,'AQ’)/PROP(p,’Al’))))$(PROP(p,‘A9') LT 0) + 0$(PROP(p,'AS')

GT 0)

KA('8',p)=((7383 * abs(PROP(p,'AlO')/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *
abs(PROP(p,’AlO')/PROP(p,'Al'))))S(PROP(p,'AlO') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A10"'

GT 0)

KA('9',p)=((7383 * abs(PROP(p,’All‘)/PROP(p,'Al')))/(l+15844 *
abs(PROP(p,'All')/PROP(p,‘AlT))))$(PROP{p,'All') LT 0) + 0s$(PROP(p, 'A1L"

GT 0)

Ka('10',p)=((7383 = abS(PROP(p,'AlZ’)/PROP(p,'Al')))/(l+15844 %
abS(PROP(p,'A12')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A12') LT 0) + 0% (PROP(p, 'Al2"

GT 0)

RA('11',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A3')) /PROP(p, 'A1"')) ) /(1+17065 *
(PROP (p, 'A3") /PROP(p, 'ALl'))))$ (PROP(p, 'A3!) GT 0) + 0$(PROP(p, 'A3') LT 0

Kd('12',p)=((5972 * ((PROP(p,'Aé’))/PROP(p,'Al')})/(l+l7065 *
(PROP(p,’Aé')/PROP(p,'AI'))))$(PROP(p,'A4’) GT 0) + 0S(PROP{p,'Ad4') LT 0
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KEd('13',p)=((5972 * ({PROP(p, 'A5"'))/PROP(p, 'A1')})/{1+17065 =
(PROP(p,'A5‘)/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A5‘) GT 0) + 0$(PROP(p,'A5') LT 0

102 | Ka('14',p)=((5972 = ({PROP(p, 'A6"'))/PROP (p, 'A1')))/(1+17065 *
(PROP(p,'A6')/PROP(p,'Al’))))${PROP(p,'A6') GT 0) + 0$(PROP(p,'A6') LT O
)
'103 Kd('15",p)=(({5972 = ((PROP(p, 'A7'))/PROP(p, 'A1")))/(1+17065 *
(PROP(p,'A?')/PROP(p,'Al‘))))$(PROP(p,'A7') GT 0) + 0$(PROP(p, 'A7') LT O
)
f104 RKA('16' ,p)=((5972 * ((PROP(p, 'A8')) /PROP(p, 'ALl"')))/(1+17065 *
(PROP(p,'A8')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A8') GT 0) + 0$S(PROP(p,'A8') LT 0
) .
r105 Kd('17',p)=((5972 «* ((PROP(p, 'A9"')) /PROP(p, 'A1"')) )/ (1+17065 *
(PROP(p,'AB')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A9') GT 0) + O0S$(PROP(p,'A9') LT 0
)
’106 Kd('18',p)=((5972 =* ((PROP(p, 'AL10")) /PROP(p, 'AL"))) /(1+17065 *
(PROP(p,‘AlO‘)/PROP(p,'Al'))))S(PROP(p,'AlO') GT 0) + 0% (PROP(p, 'A10")
LT 0)
’107 Kd('19',p)=((5972 * { (PROP (p, 'A11"')) /PROP (p, 'A1"'))) / (1+17065 *
(PROP(p,’All')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,‘All') GT 0) + 0S$(PROP(p, 'All")
LT 0)
J108 RA('20',p)={((5872 * ((PROP(p, 'A12')) /PROP(p, 'Al')) )/ (1+17065 =
(PROP(p,'AlZ')/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A12') GT 0) + 0S(PROP(p, 'Al2")
LT 0)
,109 RKd('21',p)=PROP(p, 'A2"');
110 Kd('22',p)=-0.4691 * loglQ (PROP(p, 'A1'))+2.3902;
111
112 PARAMETER
"GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
4

PURIFICATION OF ECOLI_SS8

113
114
115
116
117
118
119

120

DF(i,p) DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTEIN D;
DF(i,p) = ABS(sum(pp$ (ORD(pp) EQ IP),Kd(i,pp))-Kd{(i,p))

PARAMETER
CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAPHIC STEP;
CF(i,p)=1;
CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/10)) AND (DF(i,p) LT (SIG(i)/2)))
=1.02* (SQR(SIG(1))-2*SOR(DF(i,p)))/SOR(SIG(i))

CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/ 2)) AND (DF(i,p) LT (SIG(i) )))
=1.02*2*SQOR(SIG(1)-DF (i,p))/SOR(SIG (1))
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121 CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;

122 = CF(i,p):l.oz*(SQR(SIG{i))~2*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i));
123

124 *SCALAR

125 * u /3/

126

127 PARAMETERS

128 CON (p) VALUE THE INITIAL CONCENTRATION

129 /P11 0.62
130 P2 0.42
131, P3 @i 25
132 P4 0.25
133 P5 0.09
134 P6 0.09
135 P7 2.74
136 P8 2.74
37 P9 0.25/
138

139 parameter

140 U VALUE MAXIME OF INITIAL CONCENTRATION;

141 U=2*sum(p$ (ord(p) EQ IP).con(p));

142

INCLUDE C:\GAMS\PROTEIN1.TXT
144 display kd,df,cf;

145

146

4%

148 Variables §;

149 positive variables C(p,k), Cl(i,p,k);

150 Binary Variables Y(i,k), Z(k);

151 Equations OBJ, EQLl, EQ2, EQ3, EQ4, EQ5, EQ6, EQ7, EQ8,eqg9, eqgda, egdb
TED eg/a

153 eq7b

154 #

155

156 *Objective function

157

158 c.fx(p,'l') = con(p);

159

160 * OBJ.. S=E=SUM((i,k),Y(i,k));:

161 OBJ.. S=E=SUM(k,ord(k)*z(k));

162

163 *Subject to

“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
5

PURIFICATION OF ECOLI S8

164

165 EQ1(k)..SUM(i,¥(i,k))=L=1;
166

167 EQ2(1i)..sUM(k,¥(i,k))=L=1;
168

169 EQ3(k)$(ord(k) 1t card(k)).. SUM(i,¥(i,k+l))=L=SUM(i,¥(i,k));
170
171 EQ4(p,k)$(ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(i,CF(i,p)*Cl(i,p,k-1)) =g=

-U* (1-sum(i,y(i, k-1)))

172

173  EQ4b(p,k)$(ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(1,CF(i,p)*Cl(i,p,k-1)) =1=
U* (1-sum(i,v(i,k-1)))
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174
.75
176
.77
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
S

i

192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
312
213
214
“GAMS
6

215
216
217
218
219
220
221
222
“GAMS
y

PURIFT

SEQ

resdatos2pl80.txt

BQ4a(p,'2')..C(p, '2")=E=SUM(i,CF(i,p)*y (i, '1') *con(p)) ;
EQ5(i,p.k)$ (ord(k) ge 2)..¢1(i,p,k)=L=con(p) *Y (i, k-1) ;
EQ6 (p. k) $ (ord(k) ge 2)..C(p,k)=E=SUM(1,C1(i,p,k));

EQ7 (k) § (ord (k) 1t card(k)).. 2(k)=G=SUM(i,Y¥(i,k))-SUM(i,¥ (i, kil));
eq7a(k, kk) § (ord (Kk) le ord(k)).. SUM(i,¥Y(i,kk)) =g= z(k);
* eq7a(k).. SUM((i, kk)$(ord(kk) le ord(k)),¥(i, kk)) =g= ord(k)*z (k)

eq7b(k,kk) s (ord(kk) gt ord(k)).. SUM(i,Y(i,kk)) + z(k) =1= 1;

EQ8..SUM(k,Z (k) )=E=1;

EQS (p,k) $(ORD(p) EQ IP).. C(prk+l)=G=O-80*(SUM(pp,C(pp-k+l)))—U*(l—Z(k))
option iterlim = 1000000

reslim = 1000000

limrow =0

solprint = off

optcr =0

limecol =0

optca = 0;

MODEL PROTEIN1 /OBJ,
EQ1,
EQ4,
egda, egqdb
EQS5,
EQ6,
EQ7,
EQS8
eq9/;

EQ2, EQ3,

eqgia, eqg7b

proteinl.workspace=10;

2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE

PURIFICATION OF ECOLI_SS

proteinl.optfile=1

SCLVE PROTEIN1 USING MIP MINIMIZING S;

digplay €.1, 1.1, 2.1, ¥.1:

2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE

CATION OF ECOLI_SS8

Include File Summary

GLOBAL TYPE PARENT LOCAL FILENAME

Pdgina 6
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1 1 INPUT 0 0 C:\GAMS\DATOS2TE.TXT

2 143 INCLUDE 1 143  .C:\GAMS\PROTEIN1.TXT
COMPILATION TIME = 0.110 SECONDS VERID MW2-25-087
YGAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE

8
PURIFICATION OF ECOLI_S8
Execution

® 144 PARAMETER KD RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN
CHROMATOGRAPHIC STEP 1

P1 P2 P3 P4 P5 P6
3 0.112 0.099 0.082 0.052
4 0.118 0.093 0.037 0.022
5 0.160 0.107 0.037 0.022 0.072 0.045
6 0.225 0.141 0.043 0.026 0.120 0.079
5 0.253 0.193 0.103 0.066 0.136 0.091
8 0.262 0.220 0.154 0.104 0.138 0.092
9 0.262 0.213 0.194 0.137 0.135 0.089
10 0.299 0.213 0.269 0.207 0.132 0.087
11 0.156 0.100 0.133 0.092 0.133 0.092
12 0.017 0.008 0.013 0.008 0.199 0.152
13 0.133 0.092
14 0.037 0.022
22 0.283 0.140 0228 0.118 0.228 0.119
+ P7 P8 P9
3 0.092
4 0.056 0.210 0.042
5 0.117 0.263 0.042
6 0.157 0.272 0.048
7 0.181 0.293 0.115
8 0.197 0.293 0.168
9 0.205 0.293 0.209
10 0.207 0.293 0.284
11 0.132 0.151 0.144
12 0.098 0.016 0.015
13 0.034
21 1.500 1.500 0.200
22 0.226 §. 271 0.256
-—— 144 PARAMETER DF DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i

OF PROTEIN p

P2 P3 P4 P5 P6 p7
3 0.013 0.030 0.060 0.112 0.112 0.112
4 0.025 0.081 0.095 0.118 0.118 0.062
5 0.053 0.123 0.137 0.087 0.115 0.042
6 0.084 0.182 0.198 0.104 0.146 0.068
i 0.060 0.150 0.187 0.117 0.163 0.072
8 0.043 0.109 0.158 0.124 0.170 0.065
9 0.049 0.069 0.126 0.128 0.173 0.057
10 0.086 0.030 0.092 0.167 0.212 0.093
11 0.056 0.023 0.064 0.023 0.064 0.024
12 0.008 0.004 0.009 0.183 0.136 0.081
13 0.133 0.092 0.034
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14 0.037 0.022
“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
9 N

PURIFICATION OF ECOLI_S8
Execution

144 PARAMETER DF DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGCRAPHY STEP i

OF PROTEIN p

P2 3 P4 P5 P6 P7
il 1.500
22 0.143 0.055 0.165 0.055 0.165 0.057
+ D8 P9
3 D118 0.020
4 0.092 0.076
5 0.104 0.118
6 0.047 0.176
7 0.039 0.139
8 0.030 0.095
9 0.030 0.053
10 0.006 0.015
11 0.005 0.012
12 9.114712E-4 0.002
21 1.500 0.200
22 0.012 0.028
e 144 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A
CHROMATOGRAPHIC STEP
Pl P2 B3 P4 P5 P&
fl 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
3 1.000 1.000 0.940 0.691 0.130 0.130
4 1.000 0.964 0.435 0.271 0.096 0.096
5 1.000 0.764 0.067 0.014 0.355 0.113
6 1.000 0.399 0.020 0.020 0.188 0.001
. 1.000 0.691 7.434878E-8 0.020 0.099 0.020
8 1.000 0.856 0.155 0.020 0.061 0.020
9 1.000 0.799 0.591 0.053 0.045 0.020
10 1.000 0.369 0.939 0.303 0.020 0.020
i) 1.000 0.734 0.973 0.652 0.973 0.652
i 1.000 1.000 1.000 1.000 0.020 0.019
13 1.000 1.000 1.000 1.000 0.026 0.302
14 1.000 1.000 1.000 1.000 0.897 0.974
1’5 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
15 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
iy 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
. 18 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
19 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
20 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
21 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
22 1.000 0.823 0.991 0.758 0.991 0.758
"GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE

PURIFICATION OF ECOLI_S8
Execution
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144 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A
CHROMATOGRAPEIC STEP
+ P7 P8 P9
1 1.000 1.000 1.000
2 1.000 1.000 1.000
3 0.130 0.130 0.983
4 0.671 0.303 0.498
5 0.857 0.194 0.093
6 0.601 0.820 0.020
7 0.552 0.879 0.011
g 0.637 0.936 0.278
9 0.726 0.936 0.761
10 0.298 1.000 1.000
Tl 0.969 1.000 1.000
12 0.430 1.000 1.000
63 0.914 1.000 1.000
14 1.000 1.000 1.000
15 1.000 1.000 1.000
16 1.000 1.000 1.000
17 1.000 1.000 1.000
18 1.000 1.000 1.000
19 1.000 1.000 1.000
20 1.000 1.000 1.000
21 0.020 0.020 0.017
99 0.989 1.000 1.000
“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
11
PURIFICATION OF ECOLI_SS
Model Statistics SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 220
MODEL STATISTICS
BLOCKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 4768
BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIABLES 4394
NON ZERO ELEMENTS 38247 DISCRETE VARTABLES 460
GENERATION TIME = 3.900 SECONDS
EXECUTION TIME = 4.070 SECONDS VERID MW2-25-087
“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
i
PURIFICATION OF ECOLI_S8
Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 220
SOLVE SUMMARY
MODEL PROTEIN1 OBJECTIVE S
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER OSL FROM LINE 220
*r¥x QOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
***%x MODEIL, STATUS 1 OPTIMAL
***% OBJECTIVE VALUE 4.0000
RESQURCE USZAGE, LIMIT 178.344 1000000.000
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ITERATION COUNT, LIMIT 2453 1000000
Could not find option file C:\GAMS\OSL.OPT
Using defaults instead.

Work space requested by user == 10.00 Mb
Work space requested by solver -- 9.28 Mb
0SL step% Reading data 3.30 Seconds
OSL step: Scale 1.59 Seconds
Range of matrix coeffients:
before scaling : 0.0000 - 20.0000
after =scaling : 0.0000 - 1.0000
OSL step: Presolve ‘ 1.71 Seconds
Size reduction:
rows 3 4768 (old) 4766 (new)
columns - 4394 (old) 4394 (new)
nonzeroes: 38247 (old) 38225 (new)
OSL step: Crash 1.48 Seconds

Crash option : 1

OSL, step: Primal Simplex 6.09 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 111
Objective : 1.4059
OSL step: Branch&Bound 155.99 Seconds
Status: Successful (optimal)
Tterations: 2342
Nodes S 41
Objective : 4.0000
OSL step: Postsolve 1.98 Seconds
OSL step: Primal Simplex 0.72 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 0
Objective : 4.0000
“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/985 23:08:59
1]
PURIFICATION OF ECOLI_S8
Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 220
¥*+% REPORT SUMMARY : 0 NONOPT
0 INFEASIBLE
J 0 UNBOUNDED
GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59
14

PURIFICATION OF ECOLI_SS8
Execution
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222 VARIABLE C.L

i 2 3 4 5

.620
.420
.250
.250
.090
.090

.620
.420
.250
.250 .076 0.002
.090 .002 1.784426E-4
.090 0.002 3.600000E-5
» 055 -001 3.266798E-4 1.802938E-4
. 055 .001 0.001 9.629643E-4
.004 7.106072E-5 7.106072E-5

.620 0.620
. 155 0.107
- 235

pl 0.620
P2 0.420
P3 0.250
P4 0.250
P5 0.090
P6 0.090
p7 2.740
P8 2.740
P9 0.250

Qo oo o

[sjelcleoNoNeNeNoelo]
oo CcCOoOocoo

- 222 VARIABLE Cl1.L
2 3 4 5

.620
L85
.235
.076
iP5 .002
P8 .002
B 3.266798E-4
.P8 0.001
P9 7.106072E-5
10.P1 .620
10.P2 .420
10.23 .250
10.p4 .250
0. B5 .090
10.P6 .080
10.P7 S0l
10.p8 .001
10..P9 7.106072E-5
12.P1 0.620
13 P2 0.107
12.P4 0.002
12.P5 .784426E-4
12.P6 .600000E-5
12.P7 .802938E-4
12.P8 .629643E-4
21.p1 0
21.P2 0
21.P3 0.250
21.p4 0.250
21.P5 0.090
0
0
0
0
8

s P
.P2
B3
.P4

oo oo

B R IS (NG [ (G R, IR, B |
[=oReleleNeleNo

0 RWwe

.620
.420

21.P6 .090

21.p7 .055

21.p8 055

21.P9 .004

“GAMS 2.25.087 386/486 DOS 10/30/95 23:08:59 PAGE
L5

PURIFICATION OF ECOLI_SS8

Execution

s 222 VARTABLE Z.L
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resdatos2pl80.txt

g e 222 VARIABLE Y.L

1 2 3 4
7 1.000
10 ‘ 1.000
2 \ 1.000
21 1.000
EXECUTION TIME = 0.440 SECONDS VERTD MW2-25-087
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“selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 p
AGE 1

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS
4
5 SET
6 I CRHOMATQGRAPHY STEPS /1*%22/
7 p PROTEINS /pl*pld/
8 A PROPERTY /B1*A12/
9 k ORDER FL*].3%
10
11 ALIAS (p,pR)
12 (k, kk)
13
14
15 TABLE PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR PROTETN jo)
16
17
18
19 Al A2 A3 ad A5 A6 A7 A8 A9 A
10 All Al2
20 pl 22000 0.93 4.77 3.81 2.42 1.50 1.03 0.67 0.12 0.
07 -0.03 -0.50
21 p2 18370 0.71 1.94 D .25 -0.80 -1.41 -1.76 -1.97 -2.15 -2.
33 -2.45 -2.67
22 p3 85570 0.48 2.35 0.29 -1.17 -2.17 -2.83 -3.24 -3.50 -3,
63 -3.68 -3.64
23 p4 53660 0.76 1.83 0.67 0.04 -0.30 -0.49 -0.65 -0.85 -1.

90 -1.34 -1.50

24 p5 120000 1.50 3.29 1.38 -0.03 -0.69 -1.07 -1.34 -1.73 -2,
30 -2.85 -2.75

25 pé 203000 0.36 4.08 1.83 0.04 -1.17 -1.92 -2.46 -3.07 -3.
90 -4.98 -5.65

26 p7 69380 0.36 5.22 3.17 1.02 -0.72 -1.90 -2.60 -3.05 -3.
46 -3.90 -4.24 ;

27 p8 48320 0.48 396 3.186 1.12 -0.58 -1.36 -1.34 -1.00 -0.
95 -1.59 -2.84

28 p9 93380 0.93 10.90 5.81 2.78 0.77 -0.81 -2.18 -3.32 -4.
12 -4.45 -4.31

29 pil0 69380 1.09 G 55 0.26 0.10 -0.03 -0.12 -0.21 -o0.

28 -0.32 -0.32
30 pll 114450 0.63 10.40 5.94 3.15 1.5% 0.56 -0.05 -0.53 -0.
99 -1.43 -1.72

31 pil2 198000 0.06 Q.33 O3 0.05 0.05 0.05 0108 0.05 -o0.
69 -0.97 -1.57

32 pl3 30400 5 wdiZ 4.22 3.20 2.25 1l.46 0.87 0.50 0.
30 0.20 0.08

33 pl4 94670 11.70 7. 94 5 .39 3. 73 2.66 1 .99 1.50 ik
13 0.80 0.51;

34

35  *prop(p,A)=abs (prop(p,a));
36

37 *where

38 *p1 PRODUT
39  *p2 CONT_1
40 *p3 CONT_2
41 *p4 CONT_3
42 *P5  (CONT 4
43  *p§ CONT_5
44 *p7  CONT 6
45 *P8 CONT_7
46 *P9 CONT 8

Pdgina 1




redatos3pl90. txt

47 *P10 CONT_9

48 *P1l1 CONT_10
49 *P12 CONT_11
50 *P13 CONT 12
51 *Pl4 CONT_13;

54 *AND
55 *Al MOLECULAR WEIGHT (Da)
56 *A2 HIDROPHORICITY
57 *A3 pH 4.0 :
“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 P
AGE 2

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS
58 *A4 pH 4.5
59 *a5 PH 5.0
60 *AG pH 5.5
61 *A7 PH 6.0
62 *ASB PH 6.5
63 *A9 pH 7.0
64 *Al0 pH 7.5
65 *A1ll pH 8.0
66 *Al2 pH 8.5;
67
68 scalar IP /1/
69 PARAMETER
70 SIG(1) VALUE OF PEAK WIDTH
71
72 /1 0.15
73 2 6.+15
74 3 0.15
75 4 015
76 5 0.15
T 6 0.15
78 7 0.15
79 8 0.15
80 9 0.15
81 i Ke) 0.15
82 1.4 0.15
83 12 0.15
84 13 015
85 14 0.15
86 15 0.15
87 16 0.15
88 17 045
89 18 0.15
90 19 0.15
81 20 0.15
92 21 0.22
93 22 0.46/
94
95
96 ¥d{i,p) RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHIC STEP hEr
97 Kd('l',p)=((7383 * abs (PROP (p, 'A3") /PROP(p, 'A1')) )/ (1+15844 * abs (PR

OP(p,'AE')/PROP(p,'Al‘))) $(PROP(p, 'A3') LT 0) + 05 (PROP(p, 'A3') GT 0);

)
98 RAd{'2',p)=((7383 * abs(PROP(p,'A4')/PROP(p,'Al')))/(l+15844 * abs (PR
OP(p,'A4')/PRQP{p,'Al'))))$(PR0P(p,'A4') LT 0) + 0$(PROP(p,'RA4') GT 0);
99 Kd('3',p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A5')/PROP(p, 'A1')))/(1+15844 * abs (PR
OP(p, 'A5') /PROP(p, 'A1')) ) )S$(PRCP(p, 'A5') LT 0) + 05 (PROP(p, 'A5') GT 0);
100 Kd('4',p)=((7383 * abs (PROP (p, 'A6') /PROP (p, 'A1'))) /(1+15844 * abs (PR
OP(p,'AE')/PROP(p.‘Al')}))s(PROP(p,'AG') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A6') GT 0):;
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101 Kd ( p)=((7383 * abs (PROP(p, 'A7')/PROP(p, 'A1l')))/(1+15844 * abs (PR
OP(p,'A7')/PROP(p,'Al })))$(PROP(p, 'A7') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A7') CT 0);

102 Kd('6',p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A8"' ) /PROP(p, 'A1')))/(1+15844 * abs (PR
OP (p. 'A8" )/PROP(p,‘Al }1))$(PROP(p, 'A8') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A8') GT 0);

103 Kd('7',p)=((7383 * abs (PROP(p, 'A9" ) /PROP(p, 'A1'"))) /(1+15844 * abs (PR
oP(p, 'A% ") /PROP(p, 'AL1'))))S$(PROP(p, 'A9') LT 0) + 05 (PROP(p, 'A%"') GT )2

104 Kd('8',p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A10" ) /PROP(p, 'A1"))) /(1415844 * abs (P
ROP (p, 'AL0! )/PROP(p,'Al'))) )$ (PROP (p, 'A10') LT 0) + 0S$(PROP(p, 'A10') QT 0);

105 | KA('9',p)=((7383 * abs (PROP(p, 'All" ) /PROP(p, 'AL') )} ) /{1+15844 * abs(Pp
Rop(p,'All')/PROP(p,'Al ))))S(PROP(p, 'A11') LT 0) + 0$(PROP(p,'All') GT 0):

106 Kd('10',p)=((7383 * abs({ (PROP(p, 'Al12"') /PROP(p, 'A1')))/(1+15844 * abs (
PROP (p, 'A12"') /PROP(p, 'A1'})))$ (PROP(p, 'A12') LT 0) + 0S(PROP(p, 'Al2') GT 0);

107 Kd('11',p)=((5972 * ((PROP(p,'A3'))}/PROP(p,'Al')))/(1+17065 * (PROP(
p, 'A3')/PROP(p, 'AL'))))}S(PROP(p, 'A3") GT 0) + 0$(PROP(p, 'A3"') LT 0);

108 Kd('l2',p)=((5872 * ((PROP(p, 'A4"')) /PROP(p, "A1')))/(1+17065 * (PROP (

p,-A4')/PROP(p,'A1 )) )$(PROP(p, 'A4') GT 0) + 0% (PROP(p,'A4') LT 0);

1S
109 Kd('13',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A5'))/PROP(p,'Al')))/(1+17065 * (PROP(
b, 'Ab' )/PROP(p,‘Al ))))S(PROP(p, 'A5') GT 0) + 0% (PROP(p,'A5') LT 0);
110 Kd('1d',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A6'))/PROP(p,'Al"')))/(1+17065 * (PROP(
p, 'A6') /PROP(p, 'Al'))))}$(PROP(p, 'A6') GT 0) + 0$(PROP(p,'A6') LT 0);
111 Kd('15',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A7'))/PROP(p, 'Al')))/(1+17065 * {PROP (
p,'A7"')/PROP(p, 'A1"'))))$(PROP(p, 'A7') GT 0) + 0S$(PROP(p, 'A7') LT 0);

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10430/95 17¢27532 P

AGE 3
GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS

112 KAd('le',p)=((5972 * ((PROP{p, 'A8'))/PROP(p,'Al"')))/(1+17065 * (DPROP(
p, 'A8') /PROP(p, 'Al" ))})S( PROP(p, 'A8') GT 0) + 0$ (PROP(p, 'A8') LT 0):

313 RA('17',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A9')) /PROP (p, 'A1')))/(1+17065 * (PROP(
p,'A9')/PROP(p,'Al')}))$(PROP (p, "A9') GT 0) + 0$(PROP(p,'A9') LT 0);

114 KA('18',p)=((5972 * ((PROP(p,'AlO')}/PROP(p,'Al')))/(l+17065 * (PROP
(p,'AlD')/PROP(p,’Al ))1)S$(PRCP(p, 'A10') &T 0) + 0$(PROP(p, 'Al0') LT 0);

L5 d('19"',p)=((5972 * ({(PROP(p, 'All')) /PROP(p, 'A1')) )/ (1+17065 =* (PROP
(p, 'Aal1l" )/PROP(p,'Al ))) 1S (PROP (p, 'A11") GT 0) + 0% (PROP(p, 'All') LT 0);

116 Kd('20',p)=((5972 * ((PROP(p, 'Al2'))/PROP(p,'Al')))/(1+17065 * (PROP
(D, "A12! )/PROP(p,'Al })))}$(PROP (p, 'AL12') GT 0) + 0$(PROP(p, 'A12') LT 0);

117 Kd('21',p)=PROP(p, '22');

118 Kd('22',p):—0.4691 * 1loglO(PROP(p, 'Al'})+2.3902;

119

120 PARAMETER

121 DF(i,p) DEVIATION FACTCR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTEIN D;

122 DF(i,p) = ABS(sum(pp$ (ORD(pp) EQ IP),Kd(i,pp))-Kd(i,p));

123

124 PARAMETER

125 CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAPHIC STEP;

126 cF(i, p) 1;

127 CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/10)) AND (DF(i,p) LT (SIG(1i)/2)))=1.02*(SQR(SIG
(i))—Z*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i)):

128 CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/ 2)) AND (DF(i,p) LT (SIG(i) )))=1.02%2*SOR(SI
G(1)-DF{i,p))/SOR(SIG(i));

129 CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;

130 * CF(i,p)=1.02* (SQR(SIG(i))-2*SQR(DF(i,p)))/SOR(SIG(i)) ;

131

132

133 PARAMETER ,

134 con(p) VALUE OF INTIAL CONCENTRATION

135 /pl  25.00
136 p2 11.29
137 p3  7.06
138 pd  4.63
139 p5 5.58
140 p6  4.83

Pagina 3



redatos3pl90.txt

141 7 2.48
142 p8 7.70
143 P9 6.80
144 pl0 7.53
145 pll 6.05
146 pl2 3.89
147 pl3 1.48
148 pld 0.83/
149 parameter

150 | U VALUE MAXIME OF INITIAL CONCENTRATION;

151  U=2*sum(p$ (ord(p) EQ IP),con(p));

152

INCLUDE C:\GAMS\PROTEIN1.TXT

154 display kd,df,cf;

155

156

157

158 Variables S;

159 positive variables C(p,k), Cl(i,p,k):

160 Binary Variables Y(i,k), Z(k):

161 Eqguations OBJ, EQl, EQZ, EQ3, EQ4, EQ5, EQ6, EQ7, EQ8, eql, egda, egdb

162 eqgva
163 eqg’b
164 7
165

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 472732 P
AGE 4

GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS

166 *Objective function

167

168 c.fx(p,'l') = con(p);

169

170 OBJ.. S=E=SUM(k, ord(k)*z(k));

171

172 *Subject to

173

174 EQ1(k)..sUM(i,Y(i,k))=L=1;

175

176 EQ2(i)..SUM(k,¥(i,k))=L=1;

177

178 EQ3 (k)S$(ord(k) 1t card(k)).. SUM(i,Y(i,k+l))=L:SUM(i,Y(i,k));

179

180 EQ4(p,k)$ (ord(k) ge 3)..C(p,k)-SUM(i,CF(i,p)*Cl(i,p,k-1)) =g= ~U* (1-sum(i,y(
i,k-1)));

181

182 EQ4b(p,k)$(ord(k) ge 3)..C{p, k) -SUM(1,CF(i,p)*Cl(i,p, k-1)) =1= U* (1-sum(i, vy (
i,k-1)));

183

184 EQda(p,'2')..C(p, '2')=E=SUM(i,CF(i,p)*y (i, '1')*con (p));

185

186 EQ5(i,p,k)s (ord(k) ge 2)..CL(i,p,k)=L=con(p)*Y(i,k-1);

187

188 EQ6(p.k)$(ord(k) ge 2)..C(p,k)=E=SUM(i,C1(i,p,k));

189

1380 EQ7 (k) S (ord(k) 1t card(k)) .. Z(k)=G=SUM(i,YTi,k))—SUM(i,Y(i,k+1));
191

192 eg7a(k,kk)$ (ord(kk) le ord(k)).. SUM(i,¥(i,kk)) =g= z(k);

193

194 * eqg7a(k).. SUM( (i, kk)$ (ord(kk) le ord(k)),Y(i,kk)) =g= ord(k)*z (k) ;
195

196 eqg7b(k,kk)$ (ord(kk) gt ord(k)).. SUM(i,¥(i,kk)) + z(k) =1= 1;
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197
198 EQB8..SUM(k,Z(k))=E=1;

199

200 EQ9(p,k)S$(ORD(p) EQ IP).. C(p,k+1)=G:O.90*(SUM(pp,C(pp,k+1)))—U*(l—Z(k});
201

202 option iterlim = 1000000

203 reslim = 1000000

204 limrow = 0

205 solprint = off

206 optcr =0

207 limcol =0

208 optca = 0;

209

210

211

212 MODEL PROTEIN1L /OBJ,

213 EQLl, EQ2, EQ3,
214 EQ4,

215 egda, eqgdb

216 EQ5,

217 EQ6,

218 EQ7, eqgTa, eq7b
219 EQ8

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 P
AGE 5

GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS

220 eq9/;

221

222

223 proteinl.workspace=10;

224

225 proteinl.optfile=1

226

227

228

229 SOLVE PROTEIN1 USING MIP MINIMIZING S;
230

231 display c.1, cl1.1, Z.1, ¥.1;
“Selectien of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 P
AGE 6
Include File Summary

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS
SEQ GLOBAL TYPE PARENT LOCAL FILENAME
1 1 INPUT 0 0  C:\GAMS\DATOS3TESIS.TXT
2 153 INCLUDE 1 153 .C:\GAMS\PROTEIN1.TXT
COMPTLATION TIME = 0.100 SECONDS " VERID MW2-25-087

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 P
AGE 7
Execution
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154 PARAMETER KD

P2
P9

.190
256

(e ]

0.281
0.056
0.293
0.126
.303
0.168
0.311
0.192
.31
0.200
.325
0.197
0.225
0.233

o

(=)

o

0.066
0.180

0.118

0.043

0.710
0.830

6. 38
0.059

154 PARAMETER DF

6 DOS
¢ STEP 1
Pl
P7 P8
P14
3
4
.066 0.074
5
.141 0.144
6
.174 0.142
i
L 191 0:11.5
8
.2086 0.111
9 0.010
.220 0.160
10 0.123
.229 0.225
11 0 .275
197 0.204
0.237
2 0.261
153 0. 185
0.206
13 0.228
070 0.099
0.172
14 0.188
0.141
fiih 0,155
0.113
16 0.120
0.092
17 0.030
0.074
18 0.018
0.059
]
0.044
20
0.029
21 0930
.360 0.480
247 0.353
.119 0.193
0.056
PROTEIN p
P2
P8 P9

P3
P10

redatos3pl90. txt

GAMS 2.25.087

386/48

RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHT

P3 P4
P10 P11
.083
.134 0.038
.160 0:.:058
0.003
+ 175 0.075
0.012 0.003
.183 0.083
0.021 0.032
.187 0.167
0.028 0.056
+189 0.132
0.032 0.077
.188 0.143
0.032 0.090
w112 0.129
0.074 0,213
.019 0.061
0.042 0.164
0.004
0.021 0.112
0.008 0.064
0.027
0.480 0.760
0.630
0.076 Di: 172
0.119 0.017

DEVIATICN FACTOR

P4 P5
P11l P12

Pagina 6

P5
P12

0.002
0.038
0.058
0.070
0.087
0.109
0.024
0.127
0.034
0.124
0.052
0.112
0.010
0.057
9.025149E-4
0.002
0.002
0.002
0.002

0.002

1.500
0.060

0.008
-0.094

P6
P13

038
.061
.075
-090
.109
.130
.143

.089

0.260

.047

0.246

.001

0.225

0.195

0.158

0.115

0.077

0.050

0.035

0.015

.360

.100

0.287

FOR CHROMATOGRAPHY STEP

P6
P13

P7
P14

oF
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3 0.190 0.083 0.002
4 0,256 0.134 0.038 0.039 0.039 0.066 0
.074
5 0.281 0.160 0.059 0.058 0.061 0.141 0
.144 0.056 0.003
6 0:.:293 ¢.175 0.075 0.070 0.075 0.174 0
.142 0.126 0.012 0.003
7 0.303 =183 0.093 0.087 0.090 0.191 0
115 0.168 0..621 0.032
8 0.311 0.187 0. 1:6% 0.109 0.109 0.206 0
L 0.192 0.028 0.056 0.024
9 0.306 0.179 0.122 0.118 0.121 0.210 0
.150 0.191 0.022 0.067 0.024 0.010 0.010
10 0.202 0.064 0.020 7.542337E-4 0.019 0.106 0
L1021 0.073 0.092 0.034 0.071 O 123 0.123
11 0.050 0.164 0.147 0.164 0.186 0.079 0
s b, 0.043 0.202 0.063 0.266 0.015 0.038
12 0.196 0.242 0.200 0.204 9,215 0.108 0
.077 0.081 0.220 0.097 0.261 0.015 0.055
2:3 0.228 0.228 0.224 0.228 0.227 0.158 0
.129 Q110 0.207 0.116 0. 227 0.004 0.056
14 0.188 0.188 0.188 0.188 0.188 0.188 0
.188 0.145 0.180 0.124 0.187 0.007 0.048
15 0.155 0. 155 0.155 0.155 0.155 0.155 0
.155 4 .155 0. 155 0.128 0.154 0.002 0.042
16 0.120 0.120 0.120 0.120 0.120 0.120 0
.120 0.120 0.120 0.120 0.118 0.005 0.028
L7 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0
.030 0.030 0.030 0.030 0.028 0.047 0.045
18 0.018 0.018 0.018 0.018 0.018 0.018 0
.018 0.018 0.018 0.018 0.018 0.032 0.041
19

€035 0.044
20

0.015 0.029
21 0.220 0.450 0.170 0.570 0.570 0..570 0
.450 0.930 0.300 0.870 0.930 0.930
22 0.037 0.277 0.182 0.346 0.453 0.234 0
.160 0.295 0.234 0.336 0.448 0.066 0297

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/85 17:27:32 P
AGE 8
Execution

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOs
= 154 PARAMETER CF CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAP
HIC STEP
Pl P2 P3 P4 2451 P&
P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Pl4

1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1
-000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

1.000
2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 2!
-000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

1.000
3 1.000 0.020 0.407 1.000 1.000 1.000 1
000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

1.000
4 1.000 0.020 0.024 0.830 0.883 0.882 0
627 0.517 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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1.000

5 1.000
.007 0.004
1.000

6 1.000
.020 0+ 005
1.000

7 1.000
.020 0.111
1.000

8 1.000
.020 0.140
1.000

9 1.000
.020 2.526080E-6
1.000

10 1.000
177 0 .215
0.064

11 1.000
.460 0.557
0.888

[ 1.000
.159 0.484
0.741

13 1.000
.020 0.039
0.737

14 1.000
.020 0.020
0.815

15 1.000
.020 0.020
0.860

16 1.000
.083 0.083
0.949

17 1.000
.939 0.939
0.839

18 1.000
9971 0.991
0.866

19 1.000
.000 1.000
0.844

20 1.000
.000 1.000
0.941

21 1.000
.020 0.020
0.020

22 1.000
.492 0.772
0.255
“Selection

AGE 9

Model Statistics

6 DOS

MODEL STATISTICS

.020

0733

.020

0.053

.020

0.020

.020

0.020

.020

0.020

.020

0.531

.789

0.856

.020

0.428

.020

0.142

.020

0.002

.020

0.020

.083

0.083

.939

0,938

.991

0.991

.000

1.000

.000

1.000

.020

1.000

.000

0.264

redatos3pl90. txt

0.020
1.000

0.020
1.000

0. 02:0
0.879

0.020
0.948

0.020
0.977

0.646
0.309

0.020 9
0.020

0.020
0.020

0.020
0.020

0.020
0.020

0.020
0.020

0.083
0.083

0.939
0.938

0.991
0.991

1.000
1.000

1.000
1.000

0.020
0.020

0.324
0.482

0.705
1.000

0.510
1.000

0.230
G 928

0.020
0.734

0.070
0.611

0.985
0927

.544235E-4
0.663

0.020
0.254

0.020
0.102

0.020
0.062

0.020
0.042

0.083
0.083

0.939
0.939

0.991
0.991

1.000
1.000

1.000
1.000

0.105
0.020

0.702
0.148

of Multistep Protein Purification Processes

SOLVE PROTEIN1 USING MIFP FROM LINE 229
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.718

1.000

#5175

1.000

.364

1.000

.158

0.966

.085

0.969

.000

0.558

.020

0.020

.020

0.020

.020

0.020

.020

0.020

.020

0.020

.083

0.082

.939

0.947

L9971

0.991

.000

1.000

.000

1.000

.020

0.020

.126 5

0.001

0.686
1.000

0.509
1.000

0.326
1.000

0.154
1.000

0..078
1.000

0.986
0.064

0.020
G999

0.020
0.998

0.020
1.000

0.020
1.000

0.020
1.000

0.083
1.000

0.939
0.821

0.991
0.925

1.000
0.907

1.000
0.939

0.020
0.020

.115227E-4
0.978

10/30/95 17:27:32 P

GAMS 2.25.087

386/48



redatos3pl90.txt

BLOCKS OF EQUATIONS 14 STINGLE EQUATIONS 4050

BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIABLES 3819

NON ZERO ELEMENTS 28250 DISCRETE VARIABLES 276
GENERATION TIME = 5.940 SECONDS

EXECUTION TIME = 6.050 SECONDS VERID MW2-25-087

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10430/95 17:27:32 P

AGE 10
Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 229
GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS
S OLVE SUMMARY

MODEL PROTEIN OBJECTIVE S

TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE

SOLVER O0OSL FROM LINE 229
*¥**%* SOLVER STATUS 1 NCRMAL COMPLETION
**** MODEL STATUS 1 OPTIMAL
***%* OBJECTIVE VALUE 2.0000
RESOURCE USAGE, LIMIT 29.879 1000000.000
ITERATION COUNT, LIMIT 690 1000000

Reading option file C:\GAMS\OSL.OPT

User supplied option file:
>method simplex

>strategy 48

>presolve -1

>bbpreproc 3

Work space requested by user = 10.00 Mb

Work space reguested by solver -- 7.09 Mb

OSL step: Reading data 0.22 Seconds

OSL step: Scale 0.17 Seconds
Range of matrix coeffients:

before scaling : 0.0000 - 50.0000
after scaling : 0.0001 - 1.0000

OSL step: Crash 0.16 Seconds
Crash option : 1

OSL step: Simplex 0.44 Seconds
The dual algorithm has been chosen
Status: Successful (optimal)
Iterations: 40
Objective : 1.0154

OSL step: Preprocessor 28.40 Seconds
Iterations: 650

OSL step: Branch&Bound 0.11 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 0
Nodes : 0

Pagina 9
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Objective : 2.0000
OSL step: Primal Simplex 0.11 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 0
Objective : 2.0000

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 P

AGE 11
Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 229
GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS
**** REPORT SUMMARY : 0 NONOPT

0 INFEASIELE
0 UNBOUNDED
“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 17:27:32 P
AGE 12
Execution

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS
——— 231 VARIABLE C.L

1 2 3
Pl 25.000 25.000 25.000
P2 11.290 0226 0.005
P3 7.060 0.141 0.003
P4 4.630 0.093 0.002
P5 5.580 0.112 0.002
P& 4.830 0.097 0.002
P7 2.480 0.050 9.920000E-4
P8 7.700 0.304 0.012
P9 6.800 0.965 0.137
P10 7.530 0.151 0.003
P11 6.050 0.616 0.063
P12 3.890 0.078 0.002
P13 1.480 1.480 1.480
P14 0.830 0.612 0.451
s 231 VARIABLE Cl1.T,

2 3
9 .p1 25.000
9 .p2 0.005
9 .P3 0.003
9 .pr4 0.002
9 .p5 0.002
9 .ps 0.002
9 .p7 9.920000E-4
9 .p8 0.012
S .p9 0.137
9 .P10 0.003
9 .P11 0.063
9 .p12 0.002
9 .p13 1.480
Pdgina 10
1




9 .Pl4 0.451
13.E1 25.000
13.P2 0,226
13:P3 0.141
13.P4 0i:'093
13.P5 0.112
13.P6 0.097
13.P7 0.050
13.P8 0.304
13.P9 0.965
13.P10 0.151
13.P11 ¢.616
13.P12 0.078
13.P13 1.480
13.P14 0.612

redatog3pl90. txt

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

AGE 13
ExXxecution

6 DOS

-——— 231 VARIABLE Z.L

2 1.000

———— 231 VARIABLE Y.L
i 2

9 1.000

13 1.000

EXECUTION TIME =

1.100 SECCNDS

Pagina 11
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“selection of Multistep Protein Purification Processes

AGE

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

SET

o= e I

ALTAS

TABLE

-0.03 -

-2.45 -

-3.68 -

-1.34 -

-2.85 -

-4.98 -

-3.90 -

-1.59 -

-4.45 -

-0.32 -

-1.43 -

-0.97 -

pl4

0.80

CRHOMATOGRAPHY STEPS

PROTEINS
PROPERTY
ORDER

{p,pp)
(k, kk)

PROP(p,A) VALUE OF PROPERTY A FOR PROTEIN jo]

Al
AlZ
22000
0.50
18370
2.67
85570
3.64
53660
1.50
120000
2.175
203000
5.65
69380
4.24
48320
2.84
93380
4.31
69380
0.32
114450
1.T2
198000
1.57
30400
0.08
94670
0.51:

A2

0.48

0.76

1..50

0.36

0.36

A3

10.

10.

11.

77

.94

.35

.83

29

.08

.22

.96

90

29

40

.33

.17

70

*prop(p,A)=abs (prop(p,a));

*where
*P1l
*P2
*p3
*p4
*P5
*P6
*p7
*P8
*P9

PRODUT
CONT_1
CONT_2
CONT_3
CONT_4
CONT_5
CONT_6
CONT_7
CONT_8

redatos3p3. txt

nd

D2

0.67

1.38

1.83

Wy

3.16

5.81

0. 55

5.94

0.03

/1%22/
/pl*pld/
/AL*R12/
f1*12/;

A5
2.42
.80
217
0.04
B3
0.04
1.02
Logl2
2.78
0.26
3:15

0.05

Pdgina 1

Ab

.50

.41

.17

.30

.69

.17

JT2

«58

whbh

.10

v,

.05

.25

.73

10/30/95 16:51:14 p

GAMS 2.25.087

.03

.76

.83

.49

.07

+92

.90

.36

.81

.03

+56

.05

.46

.66

67 0
97 -2
.24 -3
.65 -0
34 -1
46 -3
60 =3
34 -1
.18 -3
12 =0
05 -0
05 0
87 0
97 1

386/48
A9 A
.12 0.
A5 =2,
«BH0 =3
.85 -1.
JEB 2y
.07 -3.
05 =3,
.00 ;0.
.32 4.
.21 -0.
B3 =0,
.05 -0.
+ 50 @
.50 1.
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47 *P10 CONT_9
48 *P11 CONT_10
49 *P12 CONT_11
50 *P13 CONT 12
51 *Pl4 CONT_13;
52
53
54 *AND
55 *Al MOLECULAR WEIGHT (Da)
56 *A2 HIDROPHOBICITY
57 *A3 PH 4.0
“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 p

AGE 2
GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS

58 *Ad pH 4.5

59 *A5 pH 5.0

60 *A6 pH 5.5

61 *a7 pH 6.0

62 *A8 pH 6.5

63 *A9 pPH 7.0

64 *Al10 ©pH 7.5

65 *All pH 8.0

66 *Al2 pH 8.5;

67

68 scalar IP L3

69 PARAMETER

70 SIG(1) VALUE CF PEAK WIDTH

71

72 /1 0.15

73 2 0.15

74 3 0.15

75 4 0.15

76 5 0.15

77 6 0. 15

78 7 0.15

79 8 .15

80 9 0.15

81 10 0.15

82 11 0.15

83 1z 0.15

84 13 0.15

85 14 0.15

86 15 0:15

87 16 0.15

88 17 0.15

89 18 0.15

90 19 0.15

94, 20 0.15

92 21 0.22

93 22 0.46/

94

95

96 Kd(i,p) RETENTION TIME FOR PRODUCT p IN CHROMATOGRAPHIC STEP 1i;

97 Kd (' ,P)=((7383 * abs(PROP(p,‘A3 ) /PROP (p, 'A1')))/(1+15844 * abs (PR
OP(p,'A3‘)/PROP(p,'Al $(PROP(p, A3') LT 0) + 05 ¢ (PROP(p, 'A3') GT 0);

))))
98 Kd('2',p)=((7383 * abs(PROP(p, 'Ad" ) /PROP(p, 'A1')))/(1+15844 * abs (PR
op(p,'A4')/PROP(p,'A1 ))))$(PROP(p, 'Ad"') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A4') GT 0);
99 Kd (! p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A5')/PROP(p, 'Al" )1y /(1+15844 * abs (PR
OP(p,'AS’)/PROP(p,'A '))))S(PROP(p, 'A5') LT 0) + 0%(PROP(p, 'A5' ) GT 0);
100 Kd('4',p)=((7383 =* abs (PROP (p, 'A6"' ) /PROP(p, 'A1'))) /(1+15844 * abs (PR
OP(p, 'A6') /PROP (p, 'A1l"))) ) $(PROP (p, 'A6" ) LT 0) + 0$(PROP(p, 'A6') GT 0);
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101 Kd (" p)=((7383 * abs (PROP({p, 'A7') /PROP (p, 'Al" }))/ (1415844 * abs (PR
OP(p,'A?’)/PROP(p,'Al }}))$(PROP(p, 'A7') LT 0) + 05 PROP(p, 'A7') GT 0);

102 Kd('6',p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A8')/PROP (p, 'Al" )))/(1+15844 * abs (PR
OP(p, 'A8' )/PROP(p,'Al ))))$(PROP(p, 'A8') LT 0) + 0%(PROP(p, 'A8') GT 03 ;

103 K (! p)=((7383 * abs(PROP(p, 'A9')/PROP(p, 'A1')))/(1+15844 * abs (PR
OP(pa'A9')/PROP(p,‘Al ))))$(PROP(p, 'A9') LT 0) + 0$(PROP(p, 'A9') GT 0);

104 Kd ( p)=({(7383 * abs(PROP(p, 'A10") /PROP(p, 'Al" )) )Y/ (1+15844 * abg (P
ROP (p, 'A10" )/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'AlO') LT 0) + 0S5 (PROP(p,'Al0') GT 0);

105 Kd('9',p)=((7383 * abs(PROP(p, 'All')/PROP(p, 'Al" )))/(1+15844 * abs (P
Rop(p,'All')/PROP(p,'Al })))$(PROP(p, 'Al1') LT 0) + 0$(PROP(p, 'All’ ) GT 0);

106 KA('10',p)=((7283 * abs(PROP(p, 'Al12" ) /PROP (p, 'A1'))) /(1+15844 * abs(
PROP (p, 'Al12" }/PROP(p,'Al'))))$(PROP(p,'A12 ) LT 0) + 0$(PROP(p,'Al2') GT 0);

107 d('11l',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A3')) /PROP(p, 'AL1'))) / (1+17065 * (PROP (
p,'AB')/PRDP(p,'Al*))))$(PROP(p,'A3') GT 0) + O0$(PROP(p, 'A3') LT 0);

108 Kd('12',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A4')) /PROP(p, 'AL1")))/(1+17065 * (PROP (
P, 'Ad") /PROP(p, 'A1'))))S$(PROP(p, 'A4') GT 0) + 03 (PROP(p, 'A4"') LT 0):

109 Kd('13',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A5")) /PROP(p, 'AL1')))/(1+17065 * (PROP (
P, 'A5'} /PROP(p, 'A1"))))S(PROP(p, 'A5') GT Q) + 0% (PROP (p, 'A5') LT 0);

110 Kd('14',p)=((5972 * ({(PROP({p, 'A6')) /PROP(p, 'BL1')) )/ (1+17065 * {PROP (
D, 'A6") /PROP(p, 'ALl'))) ) $ (PROP(p, 'A6') GT 0) + 0$ (PROP(p, 'A6') LT 0);

e Ka('15',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A7')) /PROP(p, 'A1'}))/(1+17065 * (PROP (
b, 'A7')/PROP(p, 'A1'))))$(PROP(p, '27') GT 0) + 0% (PROP (p, 'A7"') LT 0);

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 P

AGE 3
GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS

112 Kd('16',p)=((5972 * ((PROP(p, 'A8'))/PROP(p, 'Al'}))/(1+17065 * (PROP (
p,‘AB')/PROP(p,'Al ))))$(PROP ,'AB') GT 0) + 0$(PROP(p,'A8') LT 0);

113 Kd (' ',p)=((5972 * ((PROP(p,'A9'))/PROP(p,'Al')))/(l+l7065 * (PROP (
p,'A9')/PROP(p,'A1 ))))$(PROP(p, 'AS"') GT 0) + 0$(PROP(p,'A9') LT 0);

114 KA('18',p)=({( 5972 * ((PROP(p, 'A10')) /PROP(p, 'A1')))/(1+17065 * (PROP
(p, 'A10" )/PROP(p,'Al'))))$(PROP (p, 'A10') GT 0) + 0$(PROP(p, 'A10') LT 0):

115 Kd('19',p}=((5972 * ((PRop(p,'All'))/PROP(p,fAl')))/(1+17065 * (PROP
(o, 'Al11') /PROP(p, 'A1'))))$ (PROP(p, 'All') GT Q) + 0$(PROP(p, 'All') LT 0);

116 KA('20" ,p)=((5972 * ((PRDP(p,'AlZ‘))/PROP(p,'Al‘)))/(1+l7065 * (PROP
(b, 'Al2') /PROP(p, 'A1"))))$ (PROP(p, 'A12') GT 0) + 0% (PROP(p, 'Al2') LT 0);

117 Kd('21',p)})=PROP(p, 'AZ2"');

118 Kd('22',p)=-0.4691 * 1logl0(PROP(p, 'Al'))+2.3902;

119

120 PARAMETER

121 DF (i,p) DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF PROTEIN D

122 DF(i,p) = ABS(sum(pp$(ORD(pp) EQ IP),Kd(i,pp))- d(i,p));

123

124 PARAMETER

125 CF(i,p) CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAPHIC STEP;

126 CF(i,p)=1;

127 CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/10)) AND (DF (i,p) LT (SIG(i)/2)))=1.02*(SOR(SIG
(i)) - 2*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i));

128 CF(i,p)$((DF(i,p) GE (SIG(i)/ 2)) AND (DF(i,p) LT (SIG(i) )))=1.02*2*SQR(ST
G(i)—DF(l p)) /SOR(SIG(1)) ;

129 CF(i,p)$(DF(i,p) GE (SIG(i)))=0.02;

130 = CF(i,p):l.OZ*(SQR(SIG(i))~2*SQR(DF(i,p)))/SQR(SIG(i));

131

132

133 PARAMETER _

134 con(p) VALUE OF INTIAL CONCENTRATION

135 /Pl 25.00
136 p2 11.29
157 p3  7.06
138 p4  4.63
139 pS 5.58
140 p6  4.83
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141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152

redatos3p3. txt

pParameter

U VALUE MAXIME OF INITIAL CONCENTRATION;

U=2*sum(ps (ord{p) EQ IP),con(p)

INCLUDE C:\GAMS\PROTEIN1 .TXT

154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

AGE

6 DOS

166
167
168
169
170
194
172
173
174
175
176
177
178
179
180

181
182

183
184
185
186
187
188
189
190
193
192
1.93
194
185
1386

display kd,df,cf;

Variables s;

) g

positive variables C(p,k), Cl(i,p,k);

Binary Variables Y(i,k), Z(k);

p7 2
r8 T
P9 6
plo 7
pll &
pl2 3
pl3 1
pld 0

.48

70

.80
33
.05

.89
.48
.83/

Equations OBJ, EQl, EQ2, EQ3, EQ4, EQ5, EQ6, EQ7, EQ8,eq9,eqgda,egdb

eg/a
eqg’b

1

*Objective function
c.fx(p,'1') = conl(p);

CBJ.. S=E=SUM(k,ord(k)*z(k));
*Subject to
EQl(k)..SUM(1i,Y(1i,k))=L=1;

EQZ (1) ..8uM(k,Y(1i,k))=L=1;

10

/30/95 16:51:14 P

GAMS 2.25.087 386/48

EQ3 (k) $(ord(k) 1t card(k)).. SUM(1,Y(i,k+1))=L=8SUM(1i,Y(i,k));

EQ4(p, k) $(ord(k) ge 3)..C(p, k) -SUM(1,CF(i,p)*Cl({i,p,k-1))
i,k-1))):

=g= -U*(l-sum(i,y(

EQ4b (p, k) S (ord(k) ge 3)..C(p,k)*SUM(i,CF(i,p)*Cl(i,p,k—l)) =1l= U*(l-sum(i,vy(
i,k-1)));

EQda(p,'Z')..C(p,'2’)=E:SUM(i,CF(i,p)*y(i,'1')*c0n(p))-

EQ5(1i,p.k)$(ord (k) ge 2)..Cl{i,p,k)=L=con(p) *Y (i, k-1);

EQ6 (p, k) s (ord (k) ge 2)..C{p, k)=E=SUM(i,Cl(i,p,k));

’

EQ7 (k) $(ord(k) 1t card(k)).. Z(k)=G=SUM(i,¥(i,k))-SUM(i, Y (i,k+1));

eq7a(k,kk)$ (ord(kk) le ord(k))..

* egla(k).. SUM(({i,kk)$ (ord(kk)

eq7b(k,kk) s (ord(kk) gt ord(k))..

SUM(i,v(i,kk))

le ord(k)),¥(i,kk))

SUM(i,¥(1,kk))

Pagina 4
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197
198 EQ8..SUM(k,Z(k))=E=1;

199

200 EQ9(p,k)$(ORD(p) EQ IP).. C(p, k+1)=G=0.98* (SUM(pp, C(pp, k+1)) ) ~U* (1-% (k) ) ;
201

202 option iterlim = 1000000

203 reslim = 1000000

204 limrow =0

205 solprint = off

206 optecr =0

207 limcol =0

208 optca = 0;

209

210

211

212 MODEL PROTEIN1 /OBJ,

213 EQLl, EQZ, EQ3,
214 EQ4,

215 egda, egdb

216 EQ5,

219 EQ6,

218 EQ7, eg7a, eqgb
219 EQ8

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/85 16:51:14 P
AGE 5

GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS

220 eqg9/;

221

222

223 proteinl.workspace=10;

224

225 proteinl.optfile=1

226

227

228

229 SOLVE PROTEIN1 USING MIP MINIMIZING S;
230

231 display .1, Ccl1.1, ol Ml
“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 P
AGE 6
Include File Summary

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS
SEQ GLOBAL TYPE PARENT LOCAL FILENAME
s 1 INPUT 0 0 C:\GAMS\DATOS3TESIS.TXT
2 153 INCLUDE 1 153 .C:\GAMS\PROTEINL.TXT
COMPILATION TIME = 0.110 SECONDS ' VERID MW2-25-087

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 P
AGE 7
Execution
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6 DOS

C STEP i

P7
Pl4

.066
.141
.174
+191
.206
.220
.229
il
#1957

0.237
12
.153

0.206
13
.070

0.172
14

0.141

0.113

0.092

0.074

0.059

0.044

0.029

.360

22

.119
0.056

P8

Pl
P8

0.074

0.144

0.142

el 15

0.111

.010

0.160

.123

0.225

s D)

0.204

.261

0.185

.228

0.098

.188

.155

.120

<030

.018

.930

0.480

.353

0.193

Pl
P9

154 PARAMETER KD

P2
P9

.190
.256

.281

0.056

.293

0.126

303

0.168

.311

0.192

.316

0.200

325

0.197

.225

0.233

.066

0.180

0.118

0.043

0.710

0.930

0.390

0.058

154 PARAMETER DF
PROTEIN p

P2
P10

redatos3p3. txt

GAMS 2.25.087

386/48

RETENTION TIME FOR PRODUCT P IN CEROMATOGRAPHT

P3
P10

0.083
0.134

0.160
0.003
0.175
0.012
0.183
0.021
0.187
0.028
0.189
0.032
0.188
0.032
0.112
0.074

0.019

0.042

0.021

0.008

0.480

0.076
0.119

P4
P11

.038

.059

. 075

0.003

<093

0.032

.167

0.056

132

0.077

.143

0.090

.129

0.213

.061

0.164

.004

0.112

0.064

0027

.760

0.630

172

0.017

P5
pl2

0.002
0.039
0.058
0.070
0.087
0.109
0.024
0 127
0.034
0.124
Q4052
0.112
0.010
0.057
9.025149E-4
0.002
0.002
0.002
0.002

0.002

1.500
0.060

0.008
-0.094

P6

P13
.039 0
.061 0
.075 0
.090 0
.109 0
<130 0
.143 0
.089 0
0.260
.047 0
0.246
.001 0
@, 225
0.195
0.158
0.115
0.077
0.050
0.035
0.015
360 0
.100 0
0.287

DEVIATION FACTOR FOR CHROMATOGRAPHY STEP i OF

P4
Bl
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P5
P12

P&
P13

P7
P14



3 0.083
.083 0.083
4 0.134
.059 0.134
5 0.160
.017 0.104
6 0.175
.032 ¢.049
7 0.183
.068 0.015
8 0.187
077 0.004
5 0.179
.029 0.012
10 0.064
.037 0.009
11 0.164
.092 0.121
12 .242
.165 0.161
13 0.228
.099 0.118
14 0.188
0.043
i Bl 0.155
16 0.120
17 0.030
18 0.018
19
20
Z1 0.450
0.450
22 0.277
116 0.018
“Selection
AGE 8

Execution

6 DOS

HIC STEP

B7
P14

.000

1.000

.000
1.000

.407
0.407

Pl
P8

1.000

1.000

1.000
1.000

0.407
0.407

0.024

0.107 0.
0.083
0.122 0.
0.134
0.121 0.
0.157
0.119 0.
0.162
0.119 0.
0.162
0.124 0.
0.159
05127 0.
0.157
0.137 0.
0.156
0 .113 0.
0.038
0.047 0.
0.023
0
0.021
0.008
g 230 0.
0.480
0.313 0.
0.043

154 PARAMETER CF

P2
P9
1.000 1
1.000
1.000 1
1.000
0.165 1
0.407
0.070 0

redatos3p3.txt

083 0.081
0.083 0.083
0386 0.095
0.134 0.134
101 0.103
0.160 0.160
100 0.105
0.172 0I5
090 0.087
G151 0.183
020 0.079
0.131 0.163
057 0.061
0.112 0.155
045 0.063
0.098 0.136
017 1.280650E-4
0.101 0.102
042 0.038
0.145 0.018
.004
0.112 0.002
0.064 0.002
0.027 0.002
0.002
0.002
280 1.020
0.150 0.420
095 0.069
0.059 0.171

of Multistep Protein Purification Processes

0.083
0.083
0.095
0.134
0.099
0.160
0.100
0.175
0.093
0.183
0.079
0.187
0.058
0.189
0.045
0.188
0.022
0.149
0.028
0.227
0.001
0.225

G185
0.158
0.115
0.077
0.050
0.035
04015
0.120
0.480

0.176
0.211

0.083
0.083
0.068
0.134
0.019
0.160
0.001
0.175
0.008
0.183
0.018
0 LE7
0.031
0.189
0.042
0.188
0.085
0.126
0.134
0.187
0.070
0:172

0.141
@113
0.092
0.074
0.059
0.044
0.028
0.120
0.480

0.043
0.021

10/30/95 16:51

GAMS 2.25.087

:14 P

386/48

CONTAMINANT CONCENTRATION AFTER A CHROMATOGRAP

P3
P10

.000
1.000

.000
1.000

.000
0.407

000

Pagina 7

L.

i

0.

0.

P4
P11

000
1.000

000
1.000

407
0.407

268

B5
Pl2

1.000

1.000

1.000
1.000

0.430
0.407

0.278

P6
P13

1.000

1.000

1.000
1.000

0.407
0.407

0.279



.604
0.024

5 0.

.987
0.020

6 0.

.000
0.020

7 0

.000
0.020

8 0.

.989
0.020

9 0.

<935
0.020

10 0.

.863
0.020

i 0.

.382
0.053

12 0.

.023
0.020

13 0.

.573

0.020

14 0
.000

0.008

15 0.

.000
0.312L

16 0.

-000
0.308

17 01

.000
0.517

18 0.

.000
0.702

29 1.

.000
0.844

20 Lo

.000
0.941

21 0.

.421
0.020

22 0.

.000
1.000
“Selection

AGE 9

0.703

020
0.995

020
0.924

020
0.599

020
0.488

020
0.943

646
0.895

020
0.301

020
0.020

020
0.234

.020

1.000

020
1.000

083
1.000

2389
1.000

991
1.000

000
1.000

o0
1.000

020
1.000

324
0.889

of Multistep Protein Purification Processes

Model Statistics

& DOs

0.024

.078

0.193

.089

0.803

.084

0.5999

.062

1.000

.046

1.000

.015

1.000

121

0.075

.821

0.020

.000

0:0893

.000

0.851

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

4020

0.020

.207

1.000

redatos3p3. txt

0.024

.000
0.020

.000
0.020

.000
0.020

.000
0.020

.000
0.020

.000
0.020

.000
0.891

.000
0.974

.000
0.580

.000
1.000

.000
1.000

.000
1.000

.000
1.000

.000
1.000

.000
1.000

.000
1.000

.000
0.020

.000
1.000

Pdgina 8

0.024

.215

0.020

228

0.020

.329

0.020

.984

0.032

. 728

0.132

.840

0.245

.994

0.217

.857

0.002

.000

8= 132

.000

0.645

.000

0.954

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

.000

1.000

.020

0.207

+933

0.986

SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 229

0.024 0.024
.204 0.231
0.020 0.020
.186 0.230
0.020 0.020
259 0.293
0.020 0.020
.460 0.463
0.020 0.020
.678 0711
0.020 0.020
.655 0.836
0.019 0.020
.000 0.975
0.209 1.774240E-4
. 887 0.951
0.990 0.020
.000 1.000
1.000 0.020
.000 1.000
1.000 0.020
.000 1.000
1.000 0.020
.000 1.000
1.000 0.112
.000 1.000
1.000 0.487
.000 1.000
1.000 0.7889
.000 1.000
1.000 0.907
.000 1.000
1.000 0.899
.020 0.421
0.020 0.020
.974 0 721
0.738 05851
10/30/95 16:51
GAMS 2.25.087

:14 P

386/48



redatos3pl.txt

MODEL STATISTICS

BLOCKS OF EQUATIONS 14 SINGLE EQUATIONS 4050

BLOCKS OF VARIABLES 5 SINGLE VARIABLES 3819

NON ZERC ELEMENTS 28250 DISCRETE VARIABLES 276
GENERATION TIME = 5.930 SECONDS

EXECUTION TIME = 6.040 SECONDS VERID MW2-25-087

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 p

AGE 10
Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 229
GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS
SOLVE SUMMARY
MODEL PROTEIN1 OBJECTIVE §
TYPE MIP DIRECTION MINIMIZE
SOLVER OSL FROM LINE 229
**** SQOLVER STATUS 1 NORMAL COMPLETION
*¥** MODEL STATUS 1 OPTIMAL
**** OBJECTIVE VALUE 5.0000
RESOQOURCE USAGE, LIMIT 1535.879 1000000.000
ITERATION COUNT, LIMIT 151872 1000000

Reading option file C:\GAMS\OSL.OPT

User supplied option file:
>method simplex

>strategy 48

>presolve -1

>bbpreproc 3

Work space requested by user -— 10.00 Mb
Work space requested by solver -- 7.09 Mb
OSL step: Reading data 0.21 Seconds
OSL step: Scale 0.16 Seconds
Range of matrix coeffients:
before scaling : 0.0002 - 25.0000
after scaling : 0.0016 - 1.0000
OSL step: Crash 0.17 Seconds

Crash option : 1

OSL step: Simplex 1.21 Seconds
The dual algorithm has been chosen
Status: Successful (optimal)
Iterations: 126
Objective : 1.4736

OSL step: Preprocessor 45 .81 Seconds
Iterations: 744

OSL step: Branch&Bound 1487.87 Seconds
Status: Successful (optimal)
Iterations: 151002

Padgina 9



redatos3p3.txt

Nodes s 93
Objective : 5.0000
OSL step: Primal Simplex 0.17 seconds
Status: Successful (optimal)
Tterations:
Objective : 5.0000

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

AGE 11

Solution Report SOLVE PROTEIN1 USING MIP FROM LINE 229
6 DOS

*#*** REPORT SUMMARY : 0 NONOPT

0 INFEASIRLE
0 UNBOUNDED
“Selection of Multistep Protein Purification Processes

AGE 12
Execution

10/30/85 16:51:14 P

GAMS 2.25.087

386/48

10/30/95 16:51:14 P

GAMS 2.25.087

6 DOS
S 231 VARIABLE C.L

1 2 3 4 5
Pl 25.000 0.812 0.015 3.000051E-4 6.000102E-6
P2 11.290 0.794 0.056 0.003 0.003
P3 7.060 7.060 7.060 7.060 7.060
P4 4.630 1.240 0.332 0.327 0.280
PS5 5.580 1.550 0.430 0.198 0.176
P6 4.830 1.345 0.375 0.173 0.165
P7 2.480 1.497 0.904 0.894 0.020
P8 7.700 5415 3.808 1.859 0.037
P9 6.800 0.167 0.004 0.004 8.160139E-5
P10 . 530 0.184 0.005 9.036154E-5 8.799605E-5
Bl11 6.050 0.148 0.004 1.170805E-4
P12 3.890 0.095 0.002 4.668080E-5 4.620780E-5
P13 1.480 0.036 8.880152E-4 1.776030E-5
Pl4 0.830 0.020 4.980085E-4 9.960170E-6
-———- 231 VARIABLE Cl1.L

2 3 4 5

4 .pP1 0.612
4 .p2 0.794
4 .P3 7.060
4 .p4 1.240
4 .P5 1.550
4 .P6 1.345
4 .p7 1.497
4 .P8 5.415
4 .P9 0.167
4 .P10 0.184
4 .P11 0.148
4 P12 0.095

Pdgina 10

5.689106E-5
.060
.006
.004
.070
.009
.037
1.632028E-6
1.759921E-6

oo oo

386/48



redatos3p3. txt

4 .P13 0.036

4 .pPl4 0.020

8 .P1 0.015

8 .p2 0.056

8 .P3 7.060

8 .P4 0.332

8 .P5 0.430

8 .P6 0.375

8 .P7 0.904

8 .P8 3.808

8 .P9 0.004

8 .P10O 0.005

8 .pPl1 0.004

B .pl12 0.002

8 .P13 8.880152E-4

8 .pPl4 4.980085E-4

11.p2 5.689106E-5
11..P3 7.060

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 P
AGE 13
Execution

GAMS 2.25.087 386/48

6 DOS
231 VARIABLE C1.L
2 3 4 5 6
11.p4 0.006
11.P5 0.004
11.P6 0.070
11.P7 0.009
11.P8 0.037
11.P9 1.632028E-6
11.P10 1.759921E-6
12.P1 3.000051E-4
12.p2 0.003
12.P3 7.060
12.p4 0.327
12.P5 0.198
12.P6 0.173
12.p7 0.894
12.P8 1.859
12.P9 0.004
12.P10 9.036154E-5
12.P11 1.170805E-4
12.P12 4.668080E-5
12.P13 1.776030E-5
12.p14 9.960170E-6
21.P1 6.000102E-6
21.P2 0.003
21.P3 7.060
21.p4 0.280
21.P5 0.176
21.P6 0.165
21.P7 0.020
21.P8 ' 0.037
21.P9 8.160139E-5
21.P10 8.799605E-5
21.P12 4.620780E-5

= 231 VARIABLE Z.L
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redatos3p3.txt

5 1.000

i 231 VARIABLE Y.L

1 2 3 4 5
4 1.000
8 1.000
11 1.000
12 1.000
21 1.000

“Selection of Multistep Protein Purification Processes

10/30/95 16:51:14 P
AGE 14
Execution

GAMS 2.25.087 386/48
6 DOS

EXECUTION TIME = 1.150 SECONDS VERID MW2-25-087
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