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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "MEIO CRO-
MATOGRAFICO, COLUNA PARA CROMATOGRAFIA E PROCESSO PA-
RA SEPARACAO DE COMPONENTES DE UMA SOLUCAO".

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencéo refere-se a preparagao e ao uso de novos

meios cromatograficos, de preferéncia, meios cromatograficos poliméricos
de modo misto, para separagao e purificagdo de diversas biomoléculas, tais
como peptideos, proteinas e anticorpos. Mais particularmente, a presente
invengao descreve novos meios cromatograficos, de preferéncia, trocadores
de anions mistos, trocadores de anions-cations mistos e trocadores hidrofo-
bicos. O meio cromatografico é preparado por modificagcao de polimeros com
polietilenimina e funcionalizagdo dos mesmos. Inesperadamente, foi desco-
berto que esses meios poliméricos de modo misto oferecem uma capacida-
de de separacao e capacidade de ligacdo de proteinas aumentadas.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

A anadlise de misturas de proteinas por meios cromatograficos

de troca de ions esta bem-documentada, tal como por Pete Gagnon, "Purifi-
cation Tools for Monoclonal Antibodies", Validated Biosystems, Inc., (1996).
Mais recentemente, o desenvolvimento de farmacos e vacinas baseadas em
proteinas aumentou a necessidade de uma purificagdo em escala maior de
misturas de proteinas. E altamente desejavel que meios cromatograficos de
troca de ions possam ser capazes de ser utilizados nesse setor.

Um método para preparar esses materiais de meio cromatogra-
fico, particularmente, trocadores de anions, que contém funcionalidade de
amina primaria e secundaria, é revestindo a superficie interna de materiais
de silica porosos com polietilenimina (PEI). Por exemplo, revestindo a super-
ficie interna de particulas de silica com polietilenimina, seguido de imobiliza-
cao através de reticulagao, foi descrito em Alpért and Regnier, J. Chromato-
gr. 185, 375-392 (1979), e o uso de materiais preparados desse modo para a
separagdo cromatografica de oligonucleotideos sintéticos foi descrito em
Lawson et al., Anal. Biochem. 133, 85-93 (1983).

De modo similar, a preparacao de particulas de silica porosa,

revestidas com PEI, ou particulas de vidro poroso controlado, obtidas por
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ligacao covalente de polietileniminopropil-trimetoxissilano, foi descrita no do-
cumento U.S. 4.540.486 de JT Baker Chemical Co. A mesma patente des-
creve a formacdo de resinas cromatograficas com funcionalidade mista de
base fraca/acido fraco por reacdo da silica revestida com PEI com anidridos
carboxilicos ciclicos. Foi mostrado que esses materiais, quando usados em
uma coluna cromatogréfica, podem separar misturas de citocromo C, alfat-
acido glicoproteina, ovalbumina e beta-lactaglobulina (meio de base fraca)
ou ovalbumina, citocromo C, hemoglobina e lisozima (meio misto de base
fraca/acido fraco. A eficacia da silica porosa derivada de PEI, ou sua versao
carboxilada na purificagdo de imunoglobulina G também foi demonstrada no
documento U.S. 4.606.825 de JT Baker Chemical Co.

A forma acilada da silica revestida com PEI, descrita acima, po-
de ser convertida adicionalmente em um meio de funcionalidade mista de
acido fraco/acido forte pela introdugdo de grupos sulfénicos, tal como descri-
to no documento U.S. 4.721.573 de JT Baker Chemical Co. Uma coluna car-
regada com esse meio sulfonado possibilita a separacao de uma mistura de
citocromo C, hemoglobina, lisozima e ovalbumina, bem como a separacao
dos componentes de proteina de um meio de cultura de células de hibrido-
ma.

Particulas de silica as quais PEI foi ligado de modo covalente
também podem ser convertida em meios cromatograficos hidrofébicos por
reacdo com cloretos de monoacila de anidridos carboxilicos lineares, onde o
grupo acila pode ser uma cadeia de hidrocarboneto linear, um grupo fenila
ou um grupo fenila substituido. Um meio cromatografico baseado em base
fraca/fase inversa, preparado dessa maneira, usando componentes separa-
dos de cloreto de butirila, citocromo C, mioglobina, lisozima, ovalbumina e
alfa-quimpotripsinogénio, tal como descrito no documento U.S. 4.551.245 de
JT Baker Chemical Co.

Globulos de agarose, que levam grupos de troca de ions no final
de um brago de alcool polivinilico, foram descritos no documento WO
98/58732 para Amersham. Porém, diferentemente da presente invencao, os

bragos separadores de PVA ndo acrescentam nenhuma capacidade de troca
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de ions ao produto, nem proporcionam, em si, nenhuma das funcionalidades
em um produto de modo misto.

Uma das principais desvantagens dos meios cromatograficos
baseados em silica é sua falta de estabilidade a um pH alto. Isso é particu-
larmente o caso para aplica¢cdes que envolvem a purificagdo de farmacos,
uma vez que o tratamento do equipamento com hidroxido de sédio de 1N é
uma pratica de esterilizagao comum.

SUMARIO DA INVENCAQO

A presente inveng¢ado prové um meio cromatografico que é capaz

de minimizar ou evitar essa falta de estabilidade a um pH alto. A inveng¢ao
também prové meios cromatograficos de modo misto. Foi descoberto que
um meio possivel para evitar esse problema de instabilidade é usar meios
cromatograficos baseados em um suporte polimérico, derivado na superficie
do polimero (isto €, ndo reticulado) com PEI, sendo que esse meio derivado
de superficie pode ser funcionalizado adicionalmente por reagdo de um rea-
gente de funcionalizacdo com grupos terminais amina da polietilenimina na
superficie da resina polimérica. De acordo com esta invengao, de preferén-
cia, podem ser postos a disposicdo meios de modo misto, tais como, por
exemplo, meios com locais de troca de aminas primarias, secundarias e ter-
ciarias mistas, meios com locais de troca tanto de anions fracos como de
cations fracos, meios com locais de troca de anions fracos, cations fracos e
cations fortes, meios com locais de troca de anions fracos e hidrofébicos (fa-
se inversa) e meios com anions fracos e anions fortes. Além disso, inespe-
radamente foi descoberto que esses meios cromatograficos baseados em
polietileniminos derivadas e derivados poliméricos e funcionalizados do
mesmo proporcionam caracteristicas de separacao diferentes e exclusivas.
Em um aspecto da presente invengdo, sao proporcionados meios cromato-
graficos poliméricos para biosseparagdes. Esta invencdo difere de meios
cromatograficos poliméricos correntes pelo método de preparacéo e caracte-
risticas do meio, uma vez que esses meios cromatograficos correntes sé@o
simples trocadores de ions. Os meios da presente invengao também diferem

de meios baseados em silica correntes em termos de método de prepara-
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¢ao, composicdo, uso e atuagdo. Surpreendentemente, os meios de modo
misto poliméricos preparados de acordo com esta invengéo tém capacidades
de separacao e ligagdo aumentadas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A presente invengéo esta ilustrada por, mas nao limitada, pelos
desenhos anexos, nos quais:

Figura 1 é um gréfico do perfil de extragéo, tal como registrado
por um detector de UV, da separacdo de proteinas usando meios prepara-
dos de acordo com o exemplo 1 e meios de silica de PEI de acordo com o
exemplo de procedimento 34;

Figura 2 € um grafico do perfil de extracdo, tal como registrado
por um detector de UV, da separacédo de proteinas usando meios prepara-
dos de acordo com o exemplo 9 e meios de silica de modo misto de acordo
com o exemplo de procedimento 35;

Figura 3a e 3b sao gréaficos do perfil de extracdo, tal como regis-
trado por um detector de UV, da separacéo de proteinas usando meios pre-
parados de acordo com o exemplo 19 e meios de silica de acordo com o
exemplo de procedimento 37;

Figura 4 € um grafico do perfil de extracao, tal como registrado
por um detector de UV, da separagéo de proteinas usando meios prepara-
dos de acordo com o exemplo 20, de acordo com o procedimento do exem-
plo 38;

Figura 5 é um grafico do perfil de extracéo, tal como registrado
por um detector de UV, da separagéo de proteinas usando meios prepara-
dos de acordo com 0 exemplo 22, de acordo com o procedimento do exem-
plo 39;

Figura 6 é um gréfico do perfil de extracao, tal como registrado
por um detector de UV, da separagéao de proteinas usando meios prepara-
dos de acordo com o exemplo 23, de acordo com o procedimento do exem-
plo 40;

Figura 7 é um grafico da estabilidade de acido de meios prepa-

rados de acordo com o Exemplo 7, tal como determinado de acordo com o
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procedimento no exemplo 41; e

Figura 8 é um grafico da estabilidade de base de meios prepa-
rados de acordo com o Exemplo 7, tal como determinado de acordo com o
procedimento no exemplo 42.
DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengéo refere-se a preparagao e ao uso de novos

meios cromatogréficos poliméricos e, de preferéncia, meios cromatograficos
poliméricos de modo misto. De acordo com a presente invengado, 0 meio po-
limérico é preparado usando particulas poliméricas derivadas com polietile-
nimina e, de preferéncia, as particulas poliméricas derivadas com polietile-
nimina, funcionalizadas adicionalmente com reagentes apropriados.

Materiais poliméricos usados para a separagdo cromatografica
de proteinas tém, de preferéncia, determinadas propriedades, tais como

1) 0 tamanho dos poros é suficientemente grande para possibili-
tar uma difuséo rapida de moléculas do tamanho de proteinas para dentro e
fora das particulas de resina;

2) interagé@o entre as proteinas e o polimero ndo funcionalizado
devem ser fracas, para evitar "interagcbes nao especificas" e possibilitam a
recuperagao da proteina desejada em altos rendimentos;

3) as particulas de resina devem ser rigidas para evitar com-
pressdo e perda de velocidade de corrente sob a pressdo encontrada em
operagdes cromatograficas; e

4) a resina deve ser quimicamente estavel sob todas as condi-
¢Oes encontradas no processo de separagao.

As particulas de resina poliméricas a serem derivadas na super-
ficie com polietilenimina podem ser quaisquer particulas de resina poliméri-
cas apropriadas, capazes de ser derivadas com polietilenimina e sendo que
esses polimeros derivados com polietilenimina ou derivados adicionalmente
funcionalizados dos mesmos sdo Uteis como meio de separagdo cromato-
grafica. Exemplos de particulas de resina poliméricas, apropriadas para deri-
vacao com polietilenimina de acordo com esta invengao, incluem, mas nao
estao limitados a celulose, agarose, poliestirenos epoxidados ou halogena-
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dos, poliacrilatos ou polimetacrilatos epoxidados ou halogenados de polidivi-
nilbenzenos epoxidados ou halogenados. Por exemplo, poli(met)acrilatos,
resinas altamente reticuladas, baseadas em monémeros (met)acrilicos, que
contém multiplas ligagdes duplas polimerizaveis, tal como dimetacrilato de
etilenoglicol (U.S. 4.118.347 para Showa Denko, trimetacrilato de pentaeritri-
tol (U.S. 4.256.842 para Toyo Soda), trimetilacrilato de trimetilol propano
(U.S. 4.582.860 para Rohm e Haas) ou dimetacrilato de glicerol (U.S.
2.254.634 para Mitsubishi), preparado na presenca de um agente formador
de poros, mostraram-se capazes de fornecer materiais com as propriedades
desejadas. Alem disso, a adicao de monémeros funcionais a mistura de po-
limerizagdao da um produto final com grupos funcionais aos quais podem ser
ligadas outras moléculas através da formagado de ligagcdes covalentes. E-
xemplos desses mondmeros sdo metacrilato de glicerol (grupos -OH) (U.S.
2.254.634 para Mitsubishi, 1993), metacrilato de dimetilaminoetil (aminas
terciarias) ou metacrilato de glicidila (U.S. 4.118.347 para Showa Denko,
U.S. 4.256.842 para Toyo Soda, U.S. 4.582.860 para Rohm e Haas). Exem-
plos de reagentes de funcionalizagcdo apropriados para reagdo com as parti-
culas de resina poliméricas derivadas na superficie com PEIl sdo, por exem-
plo, anidridos de acido, tal como anidridos carboxilicos ciclicos, tais como
anidridos glutaricos e succinicos, anidridos carboxilicos insaturados, tal co-
mo anidrido maléico, agente de sulfonagéo, tal como bissulfitos, tal como
meta-bissulfito de sddio, cloretos ou anidridos de alquila, tal como cloreto de
butrila e anidrido acético ou butirico, e cloretos de alquila que contém funcio-
nalidade de ambnio quaternario, tal como cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil)
trimetilamonio, e misturas desses reagentes de funcionalizacéo.

Em uma modalidade desta invengdo, um trocador de éanions
com locais mistos de aminas primarias e secundarias e terciarias é prepara-
do reagindo polietilenimina com um epdxi que contém um suporte polimérico
ou grupos halo, tal como grupos cloro, bromo, iodo. Esse suporte polimérico
pode ser qualquer resina de polimero sintético ou natural apropriado, tal co-
mo poli(met)acrilato, celulose, poliestireno-divinilbenzeno e agarose. Exem-
plos dessas resinas disponiveis comercialmente sdo AF-epdxi 650M de To-
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soh Biosciences Toyopearl, Sepharose 6B ativado com epdxi. Esses materi-
ais podem ser reagidos com um dos grupos amina terminais de polietilenimi-
na com diversos pesos moleculares através da formagédo de grupos alfa-
hidroxi amina quimicamente estaveis. Esses materiais podem ser reagidos
com um grupo amina terminal de polietilenimina com diversos pesos molecu-
lares, através da formacao de grupos alfa-hidroxi amina estaveis. Algumas
das propriedades de materiais preparados dessa maneira, de acordo com 0s
exemplos 1 a 5 abaixo, estdo resumidas na tabela 1.

Em uma segunda modalidade, meios de modo misto, com locais
de troca de anions fracos e cations fracos sdo preparados reagindo os glo-
bulos poliméricos funcionalizados com PEIl com anidridos de acido carboxili-
co ciclico, tal como anidrido glutarico ou succinico nos exemplos 6 a 10 a-
baixo.

Em uma terceira modalidade, meios de modo misto com locais
de anions fracos, cations fracos e cations fortes foram preparados reagindo
o polimero derivado com PEI com um anidrido de acido carboxilico insatura-
do, seguido de sulfonacgao, tal como descrito nos exemplos 11 a 13.

Em uma quarta modalidade, meios de modo misto, com locais
de anions fracos e hidrofobicos (fase inversa) foram preparados reagindo o
polimero derivado com PEI com cloreto de alquila (exemplos 14 a 18) ou
anidridos de acidos monobasicos dos exemplos 19 a 24). Reagbes com clo-
reto de butirila foram realizadas por 2 h, a temperatura ambiente, usando
tolueno ou dioxano como solvente. Trietilamina foi usada para remover o
acido cloridrico produzido como um produto secundario da reagao.

Em uma quinta modalidade, meios de modo misto sdo obtidos
por reagao da resina revestida com PEI com anidrido butirico realizada em
1-metdxi-2-propanol por 3 h, a 60°C, tal como apresentado nos exemplos 20
- 22 abaixo.

Resinas de modo misto de base fraca/fase inversa, onde o com-
ponente hidrofébico é um grupo metila ou uma combinacéo de grupos metila
e butila podem ser preparadas usando anidrido acético ou adicao seqliencial

de anidrido butirico e acético, tal como mostrado, respectivamente, no e-



10

15

20

25

30

xemplo 24 (anidrido acético) ou nos exemplos 20 e 23 (anidridos mistos).
Como tal, é possivel variar e escolher hidrofobicidade adequada usando um
a uma combinagéao de reagentes.

Em uma sexta modalidade, meios de modo misto, com locais de
anions fracos e anions fortes (aménio quaternario) foram preparados reagin-
do o polimero derivado com cloretos de alquila, que contém funcionalidade
de aménio quaternario terminal. Mais particularmente, o polimero derivado
com PEI é reagido com cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil)trimetilamdnio em
hidréxido de sédio aquoso a 70-80°C, tal como mostrado nos exemplos 25 a
30 abaixo.

De acordo com a presente invencao, inesperadamente foi des-
coberto que esses meios cromatograficos de modo misto poliméricos ofere-
cem capacidade de separacdo aumentada, bem como alta capacidade e
estabilidade. Por exemplo, os meios de troca de anions mistos, poliméricos,
podem separar lisozimas, imunoglobulina G, albumina de soro bovino, beta-
lactoglobulina A e beta-lactoglobulina B, enquanto meios baseados em silica
de PEI nao podem separar todas essas proteinas, tal como mostrado na fi-
gura 1. Os meios de troca de cations de modo misto podem separar BSA,
1gG, citocromo-C e lisozima eficientemente, tal como mostrado na figura 2,
enquanto os meios de silica de modo misto ndo podem separar todas essas
proteinas.

EXEMPLOS
Exemplo 1

12 g de polimero de metacrilato levando epdxi, com tamanho de
particula médio de 35 microns de didmetro € 250 ml de dioxano séo coloca-
dos em um balao de fundo redondo de 1 |, equipado com um funil, agitador,
condensador de refluxo e entrada de presséo de nitrogénio positiva, e agita-
dos por 30 min, para deixar a resina inchar. Sao adicionados 20 g de polieti-
lenimina (PEI, peso molecular médio 600 Daltons) e o funil é lavado com 150
m| adicionais de dioxano. A mistura agitada é submetida a refluxo durante a
noite. Depois de deixar a mistura esfriar, a mistura é transferida para um ba-

lao de filtro, drenada, lavada uma vez com dioxano, trés vezes com metanol
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e secada sob vacuo a 60°C. Analise elementar: 57,8% de C, 7,4% de H e
5,6% de N.
Exemplo 2

5 g de polimero de metacrilato levando epdxi e 150 ml de dioxa-
no sao colocados em um baldo de fundo redondo de 500 ml, equipado com
um agitador e condensador de refluxo. Sdo adicionados 30 g de PEI (peso
molecular médio 1200 Daltons) e a mistura é submetida a refluxo durante a
noite. Depois de deixar a mistura esfriar, a mesma é transferida para um ba-
lao de filtro, drenada, lavada duas vezes com dioxano, trés vezes com meta-
nol e secada. Analise elementar: 55,7% de C, 7,8% de H e 5,5% de N.
Exemplo 3

5 g de polimero de metacrilato levando epdxi e 150 ml de uma
mistura de 50/50 de dioxano e agua sé@o colocados em um baldo de fundo
redondo de 500 ml, equipado com um agitador e refluxo. Sdo adicionados 30
g de PEI (peso molecular médio 1200 Daltons) e a mistura € submetida a
refluxo durante a noite (89°C). Depois de deixar a mistura esfriar, a mesma é
transferida para um balao de filtro, drenada, lavada duas vezes com dioxano,
trés vezes com metanol e secada. A analise elementar indica que o produto
final contém: 57,5% de C, 7,4% de H e 2,5% de N.
Exemplo 4

5 g de polimero de metacrilato levando ep6xi € 100 ml de uma
solugdo de 30% de PEIl com peso molecular médio de 10.000 daltons em
dioxano sao colocados em um baldao de fundo redondo de 250 ml, equipado
com um agitador, entrada de nitrogénio e condensador de refluxo, € a mistu-
ra agitada é submetida a refluxo durante a noite. Depois de deixar a mistura
esfriar, a mistura é transferida para um balao de filtro, drenada, lavada trés
vezes com agua de 60°C, trés vezes com metanol e secada durante a noite
em um forno de vacuo a 60°C. A analise elementar indica que o produto final
contém: 56,5% de C, 7,8% de H e 6,4% de N.
Exemplo 5

5 g de resina metacrilica levando epdxi e 100 ml de uma solugcéo

de 30% de PEIl com peso molecular médio de 10.000 daltons em dioxano
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sdo colocados em um baldo de fundo redondo de 250 ml, equipado com um
agitador e condensador de refluxo, e a mistura agitada é submetida a refluxo
por 17 1/2 h. Depois de deixar a mistura esfriar, a mistura é transferida para
um baldo de filtro, drenada, lavada trés vezes com &gua de, trés vezes com
metanol e secada durante a noite em um forno de vacuo a 60°C. A andlise
elementar indica que o produto final contém: 56,9% de C, 7,5% de H e 3,2%
de N.

Tal como indicam os resultados da tabela 1, a presenga de agua
no sistema tem um efeito negativo sobre a incorporagdo de nitrogénio, en-
quanto teores de nitrogénio similares sdo obtidos quando PEI de diversos
pesos molares sdo reagidos com a resina em dioxano seco (embora a uma
relacao de PEI para polimero mais baixa do que no exemplo 1).

Tabela 1. Efeito de solvente e peso molecular de PEI sobre a incorporacao

de nitrogénio

PEI de PEI de PEI de
Solvente , , .
600 Daltons 1.200 Daltons 10.000 Daltons
Exemplo 1 Exemplo 2 Exemplo 4
Dioxano PEl/polimero = 1,66 | PEl/polimero =6 PEl/polimero = 6
5,6% de N 5,5% de N 6,4% de N
, Exemplo 3
Agua/ d'ioxano N/A PEl/poh’rr?ero =6 N/A
(1) 2,5%de N
Exemplo 5
Agua N/A N/A PEl/gel = 6
3,2% de N

Tal como indicam, ainda, os resultados na tabela 1, as reacdes
realizadas em dioxano puro, contrariamente a mistura de dioxano/agua ou
agua pura, dao um grau mais alto de funcionalizacéo, tal como indicado pelo
teor de nitrogénio do produto final. Quando dioxano puro é usado como o
solvente (primeira fileira da tabela 1), ndo parece haver um nivel significati-
vamente mais alto de introducdo de nitrogénio, quando o peso molecular do
PEI € aumentado de 600 para 10.000 Daltons.

Exemplo 6
30 g de polimero de PEI preparados tal como no exemplo 1 sdo
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lavados com duas vezes seu volume de etanol de 100% e duas vezes seu
volume de 1-metdxi-2-propanol, para remover qualquer umidade residual. O
polimero é depois misturado em 450 ml de 1-metdxi-2-propanol, transferido
para um baldo equipado com agitador superior, condensador de refluxo e
entrada de pressao de nitrogénio positiva, e aquecido para 60°c. Depois da
adicao de uma solucdo de 19,43 g de anidrido glutarico de 95% (1 eq, base-
ado no teor de nitrogénio da resina de PEIl), a temperatura é mantida a 60
+2°C por 2 1/2 h. A mistura de reacdo é depois transferida a um balao de
filtro, drenada e o sélido residual é lavado uma vez com 100 ml de 1-metdxi-
2-propanol, duas vezes com 100 ml de metanol e duas vezes com 100 ml de
solugdo de armazenamento (etanol:agua 20:80 v/v, ou 100 mM de acetato
de sédio, pH 4,5, com alcool benzilico de 2%). O produto foi armazenado na
respectiva solugdo de armazenamento para caracterizacdo e para separa-
¢ao cromatografica de proteinas. A andlise elementar indica que o produto
final contém: %C=55,1, %N=4,6.
Exemplo 7

73,7 g de polimero revestido com PEI, preparado tal como no
exemplo 1, 225 ml de 1-metdxi-2-propanol e 14,4 g de anidrido succinico sao
aquecidos para 60 + 2°C e mantidos a essa temperatura por 2 1/2 h. A mis-
tura de reagao é depois transferida para um baldo de filtro, drenada e o séli-
do residual é lavado uma vez com 100 ml de 1-met6xi-2-propanol, duas ve-
zes com 100 ml de metanol e duas vezes com 100 ml de solugdo de tampo-
nador de armazenamento, tal como descrito no exemplo 5. A anélise ele-
mentar indica que o produto final contém: 53,8% de C, 7,13% de H e 4,86%
de N.
Exemplo 8

A reacéo foi realizada tal como no exemplo 7, exceto que a car-
ga de anidrido succinico € de 17,34 g. A analise elementar indica que o pro-
duto final contém: 53,18% de C, 7,97% de H e 5,18% de N.
Exemplo 9

11 g de polimero revestido com PEI, preparado tal como no e-

xemplo 1, sdo lavados com duas vezes seu volume de etanol de 100% e
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duas vezes com seu volume de dioxano, para remover qualquer umidade
residual. A resina é depois misturada em cerca de 200 ml de dioxano, trans-
ferida para um frasco triplo, equipado com um tubo de entrada de nitrogénio,
e aquecida para 50-60°C. Depois de uma hora, séo adicionados 7 g de ani-
drido glutarico e a temperatura é mantida a 60 + 2°C por 2 1/2 h. A mistura
de reagéo € depois transferida para um baléao de filtro, drenada e o sdlido
residual é lavado trés vezes com dioxano, trés vezes com metanol e secado
sob vacuo. A andlise elementar indica que o produto final contém: 56,64%
de C, 7,54% de H e 4,36% de N.
Exemplo 10

A reacéo foi realizada tal como no exemplo 9, exceto que foram
usados 10 g de polimero de PEI preparado de acordo com 0 exemplo 1 e 6,6
g de anidrido succinico. A analise elementar indica que o produto final con-
tém: 54,46% de C, 7,96% de H e 4,6% de N.

Tabela 2. Preparacao de meios com troca de dnions fraca e de cations fraca

Exem. ml de Sol- N Miliequi\./a-. Tempe- | empo | %
o Solvente | vente/gde | Anidrido | lente anidri- | ratura d
P resina do/g resina °C h eN
. 4,56 -
1-M-2- 2

6 M-2-P 15 glutarico 9,00 60 5 4,75"
1-M-2-P 3,1 succinico 46,45 60 2,5 4,86
1-M-2-P 3,1 succinico 54,84 60 2,5 5,18
9 dioxano 15,9 glutarico 3,06 60 2,5 4,36

10 dioxano 17,5 succinico 3,77 60 2,5 4.6

1-M-2-P = 1-metdxi-2-propanol.
Exemplo 11

86,5 g de polimero de PEI, preparado de acordo com o exemplo
1, e 865 ml de metdxi-2-propanol sdo colocados em um baldo de fundo re-
dondo de 2 litros, equipado com um agitador e condensador de refluxo, e
agitados por 30 min. Sdo adicionados 23,7 g de anidrido maléico e a mistura
é agitada por 2,5 h a 60°C. Depois de deixar a mistura esfriar, a mistura é
transferida para um baldo de filtro, drenada, lavada uma vez com metéxi-2-
propanol, trés vezes com agua, trés vezes com metanol. A analise elementar
indica que o produto final contém: 55,6% de C, 4,9% de N, 7,1% de H e 0%
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de S.
Exemplo 12

86,5 g de uma resina maleada, tal como no Exemplo 11, sé@o
aquecidos em 900 ml de hidréxido de sddio de 0,01 N, na presenga de um
meta-bissulfito de sodio por 6 h a 80 + 2°C. Depois de deixar a mistura esfri-
ar, a mistura é transferida para um baldo de filtro, drenada, lavada uma vez
com metdxi-2-propanol, trés vezes com agua, trés vezes com metanol e ar-
mazenada em tamponador de armazenamento para uso posterior. A analise
elementar indica que o produto final contém: 49,8% de C, 4,6% de N, 6,8%
deHe 2,1% de S.

Exemplo 13

A reacao foi realizada tal como no exemplo 12, exceto que a
reacao € executada por 20 h a 80 + 2°C. A analise elementar indica que o
produto final contém: 50,2% de C, 4,5% de N, 6,8% de H e 2,1% de S.

A comparagéo do teor de enxofre de amostras obtidas apos 8 h
de reacao (3,8% de S, exemplo 12) e 20 h de reacéo (3,40% de S, exemplo
13) indica que a reacéo esta completa depois de 8 h.

Exemplo 14

30 g de PEI funcionalizado, preparado de acordo com o exemplo
1, sao lavados duas vezes com 120 ml de etanol de 100% e duas vezes com
120 ml de tolueno, para remover umidade residual. O material foi depois mis-
turado em 300 ml de tolueno, 9,29 de cloreto butirilico (1 eq, baseado no teor
de nitrogénio da resina) e 9,24 g de trietilamina foram adicionados, e a rea-
cao foi deixada continuar por 2 h a 25 + 2°C. A resina foi depois transferida
para um baldo de filtro e lavado com 300 ml de toleuno, 300 ml de metanol,
duas vezes com 300 ml de agua DI, trés vezes com 300 ml de metanol e
duas vezes com 300 ml de tamponador de armazenamento de pH 5 (10 mM
de acetato de sédio, pH 4,5). A analise elementar indica que o produto final
contém: 53,7% de C, 7,5% de H e 5,6% de N.

Exemplo 15
A reacgéao foi realizada tal como no exemplo 14, exceto que o

solvente sdo 450 m! de dioxano. A andlise elementar indica que o produto
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final contém: 54,7% de C, 8,0% de H e 5,5% de N.
Exemplo 16

A reacéo foi realizada tal como no exemplo 14, exceto que fo-
ram usados 13,3 g de cloreto butirilico e 13,2 de trietilamina. A anélise ele-
mentar indica que o produto final contém: 53,6% de C, 7,9% de H e 4,5% de
N.
Exemplo 17

A reacéo foi realizada tal como no exemplo 14, exceto que fo-
ram usados 19 g de cloreto butirilico e 18 g de trietilamina. A analise elemen-
tar indica que o produto final contém: 55,4% de C, 7,8% de H e 4,2% de N.
Exemplo 18

A reacao foi realizada tal como no exemplo 14, exceto que fo-
ram usados 25,3 g de cloreto butirilico e 24 g de trietilamina. A analise ele-
mentar indica que o produto final contém: 55,0% de C, 7,9% de H e 4,5%
de N.

Alguns dos resultados obtidos usando tolueno como solvente
estao resumidos na tabela 3.
Tabela 3. Reacdo de resina revestida com PEI com cloreto butirilico em tolu-
eno (2 h @ RT)

DOm0 | enatsagaoean | N |
14 : 9,59 5,6
16 1,4 1186 | 45
17 2 13,12 | 42
18 2,7 1226 | 45

Tal como indicam os resultados da tabela 3, quantidades cres-
centes de reagente resultam em um nivel de funcionalizagdo aumentado (tal
como indicado pela redugédo correspondente do teor de nitrogénio do produ-
to).

Exemplo 19
60 g de polimero funcionalizado com PEI, preparado tal como no

exemplo 1 e inchado em 200 ml de 1-metodxi-2-propanol, 600 ml de 1-metdxi-



10

15

20

25

15

2-propanol, 56,3 de anidrido butirico (excesso 1,5 molar) e 36 g de trietilami-
na sao reagidos por 3 h a 60 + 2°C. A mistura de reagao é transferida para
um baldo de filtro, drenada, lavada uma vez com 500 ml de 1-metdxi-2-
propanol, uma vez com 500 ml de metanol, duas vezes com 500 ml de agua
DI e duas vezes com 500 ml de tamponador de armazenamento. A analise
elementar indica que o produto final contém: 54,6% de C, 7,9% de H e 4,8%
de N.
Exemplo 20

60 g de polimero funcionalizado com PEI, preparado tal como no
exemplo 1 e inchado em 200 ml de 1-metdxi-2-propanol, 600 ml de 1-metdxi-
2-propanol, 6,2 de anidrido butirico e 4,0 g de trietilamina sdo reagidos por 3
h a 60 + 2°C. Nesse ponto, foram adicionados 24,2 g de anidrido acético foi
adicionado e a reagao foi deixada continuar a mesma temperatura por 3 h
adicionais. A mistura de reacao é transferida para um baléao de filtro, drena-
da, lavada uma vez com 500 ml de 1-metdxi-2-propanol, uma vez com 500
ml de metanol, duas vezes com 500 ml de agua DI e duas vezes com 500 mi
de tamponador de armazenamento. A analise elementar indica que o produ-
to final contém: 53,7% de C, 7,7% de H e 4,7% de N.
Exemplo 21

A reacéao foi realizada tal como no exemplo 19, exceto que fo-
ram usados 6,26 g de anidrido butirico e 4,0 g de trietilamina. A anélise ele-
mentar indica que o produto final contém: 53,7% de C, 7,9% de H e 4,8%
de N.
Exemplo 22

A reacéo foi realizada tal como no exemplo 19, exceto que fo-
ram usados 1,52 g de anidrido butirico e 1,0 g de trietilamina. A andlise ele-
mentar indica que o produto final contém: 54,6% de C, 8,3% de H e 5,0%
de N.

Alguns dos resultados estdo sumarizados na tabela 4.
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Tabela 4. Reacdo de resina revestida com PEl com anidrido butirico em 1-
metoxi-2-propanol (2 h @ RT)

Eq. reagentes de
Exemplo L CIN %N
funcionalizagao/eq. N
20 1,5 11,4 4,7
21 0,16 11,2 4,8
22 0,04 10,9 5,0

A comparagéo dos resultados nas tabelas 3 e 4 mostra que ni-
veis de substituicdes similares aos obtidos com cloreto butirilico podem ser
obtidos com anidrido butirico usando quantidades estequiométricas conside-
ravelmente mais baixas de reagente.

Exemplo 23

A reacéo foi realizada tal como no exemplo 20, exceto que fo-
ram usados 1,52 g de anidrido butirico e 1,0 g de trietilamina e 10,7 g de a-
nidrido acético. A analise elementar indica que o produto final contém: 55,4%
de C, 7,9% de H e 4,9% de N.

Exemplo 24

60 g de polimero funcionalizado com PEI, preparado tal como no
exemplo 1 e inchado em 20 ml de 1-metdxi-2-propanol, 500 ml de 1-metoxi-
2-propanol e 14,07 g de anidrido acético sao reagidos por 6 h a 60 + 2°C. A
mistura de reagao é transferida para um balédo de filtro, drenada, lavada uma
vez com 500 ml de 1-metdxi-2-propanol, duas vezes com 500 ml de NaOH
de 0,1 N, duas vezes com 500 ml de agua DI e duas vezes com 500 ml de
tamponador de armazenamento. A andlise elementar indica que o produto
final contém: 53,8% de C, 7,5% de H e 5,3% de N.

Exemplo 25

80 g de polimero funcionalizado com PEI, preparado tal como no
exemplo 1, & reagido por 8 h a 80°C com 59 g de uma solugédo de 60% de
cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil)trimetilaménio em 500 ml de hidréxido de
sodio de 0,5 N. A mistura de reacéo é transferida para um baldo de filtro e
lavada duas vezes com hidroxido de sodio de 0,1 N, duas vezes com agua

DI e uma vez com tamponador de armazenamento. Apds lavagem e seca-
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gem, a resina tem a seguinte andlise elementar: 54,2% de C, 8,4% de H e
5,9% de N.
Exemplo 26

A reacao foi realizada tal como no exemplo 25, exceto que a
solucdo de hidréxido de sédio é de 0,05 N. Apds lavagem e secagem, a re-
sina tem a seguinte andlise elementar: 51,9% de C, 7,6% de H e 5,3% de N.
Exemplo 27

A reacao foi realizada tal como no exemplo 25, exceto que a
reacao foi continuada por 16 h. Apds lavagem e secagem, a resina tem a
seguinte analise elementar: 53,4% de C, 8,4% de H e 5,7% de N.
Exemplo 28

A reacao foi realizada tal como no exemplo 26, exceto que a
reacao é continuada por 16 h. Apés lavagem e secagem, a resina tem a se-
guinte analise elementar: 52,8% de C, 8,1% de H e 5,7% de N.
Exemplo 29

A reacao foi realizada tal como no exemplo 25, exceto que a
relacdo da solucdo de 60% de cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil) trimetila-
monio para resina é de 1,2, em vez de 0,73. Apds lavagem e secagem, a
resina tem a seguinte analise elementar: 53,72% de C, 7,32% de H e 6,04%
de N.
Exemplo 30

A reacao foi realizada tal como no exemplo 25, exceto que a
relacdo da solucdo de 60% de cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil) trimetila-
monio para resina é de 1,2, em vez de 0,73. Apds lavagem e secagem, a
resina tem a seguinte analise elementar: 53,72% de C, 7,32% de H e 6,04%
de N.
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Tabela 5. Reacdo de resina revestida com PEl com cloreto de (3-cloro-2-

hidroxipropilltrimetilamoénio

Exemplo Rea_xgen:re de fu.ncio- Conc. de Tempcz de %N
nalizagéo g/resina g NaOH reacao
25 0,74 0,5N 8h 59
26 0,74 0,05N 8h 53
27 0,74 0,5N 16 h 5,7
28 0,74 0,05 N 16 h 5,7
29 0,4 0,5N 8h 6,04
30 1,2 0,5N 8h 6,04
Exemplo 31

160 g de polimero funcionalizado com PEI, preparado de acordo
com o exemplo 1, é reagido por 5 horas@ 40°C com 111,8 g de formaldeido,
400 ml de acetonitrila e 25,9 g de cianoboridreto de sédio. Depois da reacao,
o polimero foi lavado com 480 ml de acetonitrila, 480 ml de agua DI e 3 ve-
zes com 480 ml de metanol e armazenado em tamponador de armazena-
mento para uso adicional. (Analise elementar: %C = 55,2, %N = 5,8).
Exemplo 32

25 mg do polimero preparado de acordo com o exemplo 31 e
200 ml de acetonitrila foram carregados em uma autoclave (reator de pres-
sdo montado em banco Parr, série 4500, com controlador de temperatura
Parr 4840). Enquanto o polimero era agitado a 120 R.P.M., gas de cloreto de
metila foi carregado e pressurizado para 0,413 MPa (60 PSI). A reacao foi
continuada por 5 h a 80°C. Depois da reac¢do, o produto foi lavado com 60
ml de acetonitrila, 120 ml de hidréxido de sédio de 0,1 N, 120 ml de agua DI,
240 ml de tamponador de armazenamento e armazenado em tamponador de
armazenamento.

Exemplo 33

71 g de polimero modificado com PEI, preparado de acordo com
o exemplo 1, foram misturados com 500 ml de hidréxido de sédio de 0,5N e
reagidos com 49 g de cloreto de 3-(dimetilamino)propila, enquanto eram agi-
tados a 50-100 R.P.M. a 80°C por 8 horas. Depois da reagdo, o produto foi
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lavado duas vezes com 500 ml de hidréxido de sédio, duas vezes com 500
ml de agua DI, duas vezes com 500 ml de tamponador de armazenamento e
armazenado no tamponador para uso adicional. Andlise elementar: %C:
55,4, %N: 6,2

Exemplo 34

Separacao cromatografica de proteinas

Um meio cromatogréfico preparado tal como no exemplo 1 e
meio de silica de PEI de JT Baker (niUmero do produto 7264, lote N16084) foi
carregado em uma coluna cromatografica de 4,6 x 100 mm. 200 microlitros
de uma solugdo de 1 mg/ml de lisozima, 2 mg/ml de imunoglubulina G de
coelho, 2 mg/ml de albumina de soro bovino e 2 mg/ml de cada um de beta-
lactolobulina A e B em um tamponador de acetato de sodio de 20 mM a pH
6,2 sao injetados na coluna e extraidos usando uma razédo de fluxo de 1
ml/min e um gradiente de 30 min de 100% de tamponador de acetato de so6-
dio de 20 mM a pH 6,2 para 100% de tamponador de acetato de sédio de
1,0 M a pH 6,2. A extracao das proteinas € registrada por um detector de UV
a 280 nm (figura 1).

Exemplo 35
Separacao cromatoqgrafica de proteinas

Um meio cromatografico preparado tal como no exemplo 9, car-
regado em uma coluna cromatografica de 4,6 x 100 mm. 200 microlitros de
uma solugdo de 4 mg/ml de BSA, 2 mg/ml de IgG de coelho, 2 mg/ml de ci-
tocromo-c e 2 mg/ml de solugdo de lisozima em 20 mM de tamponador de
acetato de sddio a pH 6,2 é injetado na coluna e extraido usando uma razao
de fluxo de 1 ml/min e um gradiente de 40 min de 100% de um tamponador
de acetato de sodio de 20 mM a pH 6,2 do mesmo agente de extragdo, mas
contendo 1 mol por litro de acetato de sodio, pH 6,2. A extracdo das protei-
nas pelos meios desse exemplo e para meios de modo misto comparativos,
baseados em silica (JT Baker nimero do produto 7269) é registrada por um
detector de UV a 280 nm (figura 2).

Exemplo 36
Comparacao de capacidade
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A capacidade de meios cromatograficos preparados de acordo
com o exemplo 9 e produtos baseados em silica foi medida e comparada.
Uma coluna (4,6 mm x 50 mm) foi carregada com o meio. Solu¢do de 1gG
(1 mg/ml) em acetato de sédio de 20 mM a pH 5,6, 6,2 e 6,9 foi aplicada a
coluna a uma velocidade linear variavel (cm/h). A ruptura foi determinada por
monitoracao com UV a 280 nm. A capacidade de ruptura do meio na coluna
foi determinada a 10% de ruptura (tabela 7)

Tabela 7: Capacidade de ruptura de meios de modo misto e meios de silica

Velocidade Capacidade de
Amostras . pH
linear cm/h ruptura, mg/mi
Exemplo 9 361 6,2 11,9
Exemplo 9 722 6,2 10,7
Mei "
. io de silica de modo 361 6.2 5.3
misto 7269
Meio de silica de modo
. 722 6,2 5,9
misto 7269
Exemplo 9 361 5,6 47
Exemplo 9 722 5,6 32
Meio de silica de modo
. 361 5,6 15,5
misto 7269
Meio de silica de modo
. 722 5,6 13,1
misto 7269
Exemplo 9 361 6,9 7,1
Meio de silica de modo
361 6,9 3,5
misto 7269
Exemplo 37

Meio cromatografico preparado de acordo com 0 exemplo 19 e
meio de silica (JT Baker, n° de produto 7285) foram carregados em uma co-
luna de 7,75 mm x 100 mm. Foram injetados 200 ul de uma solucéo de 2
mg/ml de solugdo de citocromo C, ribonuclease, lisozima e ovalbumina em
25 mM de fosfato de sodio pH 7,0 + 1,7 de sulfato de aménio. A proteina foi
extraida da coluna por gradiente linear de 60 minutos de 100% de 25 mm de
fosfato de sédio + 1,7 M de sulfato de amdnio para 100% de fosfato de sddio



10

15

20

25

30

21

pH 7,0. O perfil de extracdo foi monitorado por UV @ 280 nm (figura 3A e
3B).
Exemplo 38

Meio cromatogréfico preparado de acordo com o exemplo 20 foi
carregado em uma coluna de 7,75 mm x 100 mm. Foram injetados 200 ul de
uma solucéo de 2 mg/ml de solugédo de citocromo C, ribonuclease, lisozima e
ovalbumina em 25 mM de fosfato de sédio pH 7,0 + 1,7 de sulfato de amo-
nio. A proteina foi extraida da coluna por gradiente linear de 60 minutos de
100% de 25 mm de fosfato de sédio + 1,7 M de sulfato de ambnio para
100% de 25 mM de fosfato de sodio pH 7,0. O perfil de extragao foi monito-
rado por UV @ 280 nm (figura 4).
Exemplo 39

Meio cromatografico preparado de acordo com o exemplo 22 foi
carregado em uma coluna de 7,75 mm x 100 mm. Foram injetados 200 ul de
uma solugdo de 2 mg/ml de solucéo de citocromo C, ribonuclease, lisozima e
ovalbumina em 25 mM de fosfato de sédio pH 7,0 + 1,7 de sulfato de amé-
nio. A proteina foi extraida da coluna por gradiente linear de 60 minutos de
100% de 25 mm de fosfato de sdédio + 1,7 M de sulfato de amébnio para
100% de fosfato de sédio pH 7,0. O perfil de extragdo foi monitorado por UV
@ 280 nm (figura 5).
Exemplo 40

Meio cromatografico preparado de acordo com o exemplo 23 foi
carregado em uma coluna de 7,75 mm x 100 mm. Foram injetados 200 pl de
uma solucao de 2 mg/ml de solugédo de citocromo C, ribonuclease, lisozima e
ovalbumina em 25 mM de fosfato de sédio pH 7,0 + 1,7 de sulfato de amé-
nio. A proteina foi extraida da coluna por gradiente linear de 60 minutos de
100% de 25 mm de fosfato de sdédio + 1,7 M de sulfato de amonio para
100% de fosfato de sodio pH 7,0. O perfil de extracédo foi monitorado por UV
@ 280 nm (figura 6).
Exemplo 41

O meio polimérico preparado de acoro com o exemplo 7 foi car-

regado em uma coluna de 1,0 cm x 10 cm. Primeiramente, a coluna foi equi-
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librada passando 10 volume/coluna de tamponador A (MES de 0,05 M, pH
5,6). Depois da equilibracdo, foram injetados 0,5 ml de solugé@o de proteina
contendo globulina de coelho (0,5 mg/ml) e lisozima (0,25 mg/ml). As protei-
nas foram extraidas do coluna executando por 40 minutos um gradiente li-
near de 100% de tamponador A para 100% de tamponador B (cloreto de
sédio de 1M no tamponador A). Depois da primeira execucao de separagao
das proteinas, a coluna foi lavada circulando 500 ml de acido fosférico de 10
mM a 1 ml/min por 48 horas. Depois da lavagem, a separacéo das proteinas
foi realizada novamente, para determinar a estabilidade do acido da coluna
(figura 7). Esses dados indicam a excelente estabilidade do meio polimérico
de modo misto sob condi¢des acidas, uma vez que ndao ha mudancga no
tempo de retencéo de IgG e lisozima, antes e depois da lavagem da coluna
com acido fosférico por até 48 horas.
Exemplo 42

O meio polimérico preparado de acordo com o0 exemplo 7 foi
carregado em uma coluna de 1,0 cm x 10 cm. Primeiramente, a coluna foi
equilibrada passando 10 volume/coluna de tamponador A (MES de 0,05 M,
pH 5,6). Depois da equilibragéo, foram injetados 0,5 ml de solugao de prote-
ina contendo globulina de coelho (0,5 mg/ml) e lisozima (0,25 mg/ml). As
proteinas foram extraidas do coluna executando por 40 minutos um gradien-
te linear de 100% de tamponador A para 100% de tamponador B (cloreto de
sédio de 1M no tamponador A). Depois da primeira execucao de separagcao
das proteinas, a coluna foi lavada circulando 500 ml de hidréxido de sédio de
0,1 M a 1 ml/min por 24 e 48 horas. Depois da lavagem, a separa¢ao das
proteinas foi realizada novamente, para determinar a estabilidade da base
da coluna (figura 8). Esses dados indicam a excelente estabilidade do meio
polimérico de modo misto sob condi¢des basicas, uma vez que ndo ha mu-
danga no tempo de retencao de IgG e lisozima, antes e depois da lavagem
da coluna com hidroxido de sddio por até 48 horas.
Exemplo 43

A capacidade dos meios cromatograficos preparados de acordo
com o exemplo 1, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 32 foi medida e comparada. Uma
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coluna (4,6 mm x 50 mm) foi carregada com o meio. Uma solugéo de BSA (1

mg/ml) em CAPS de 20 mM (3-[cicloexilamino]-1-1propano &cido sulfdnico)

pH 11 foi aplicada a coluna a uma razao de fluxo de 1 ml/min. A ruptura foi

determinada por monitoragcdo com UV a 280 nm. A capacidade de ruptura do

meio na coluna foi determinada a 10% de ruptura. Depois de carregar BSA

nas colunas, as colunas foram lavadas com tamponador de CAPS e, depois,

BSA adsorvido foi extraido usando cloreto de sédio de 1M para calcular a

capacidade de saturacao (tabela 8).

Tabela 8 Comparacao de capacidade

Amostras Yelocidade oH Capacidade de Capacifjade de
linear cm/h ruptura mg/ml | saturagdo mg/ml
Exemplo 1 361 11 0.8 1
Exemplo 25 361 11 22 34
Exemplo 26 361 11 16 20
Exemplo 27 361 11 21 35
Exemplo 28 361 11 20 o8
Exemplo 29 361 11 0,4 0.4
Exemplo 30 361 11 o5 33
Exemplo 32 361 11 o5 39

A invengéao foi descrita no presente relatorio com referéncia a

modalidades especificas da mesma. Deve ser entendido que mudancas,

modificacdes e variagdes podem ser feitas sem afastar-se do espirito e es-

copo do conceito inventivo descrito no presente relatério. Consequientemen-

te, destina-se a abranger todas essas mudangas, modificacbes e variagoes

que coincidem com o espirito e escopo das reivindicagdes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Meio cromatografico, caracterizado pelo fato de que compre-
ende particulas de resina polimérica epoxidada ou halogenada derivatizada
através da reagdo com polietilenoimina na superficie do polimero, em que as
particulas poliméricas compreendem polimeros selecionados a partir do gru-
po consistindo em poliestirenos epoxidados ou halogenados, poliacrilatos ou
polimetacrilatos epoxidados ou halogenados, e polidivinilbenzenos epoxida-
dos ou halogenados, e em que as particulas de resina polimérica derivatiza-
das com polietilenoimina na superficie do polimero sao funcionalizadas atra-
vés da reacao de um reagente de funcionalizagao com grupos amino termi-
nais da polietilenoimina na superficie da resina polimérica.

2. Meio cromatografico de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que o agente de funcionalizagéo é selecionado a partir
do grupo consistindo em anidridos acidos, agentes de sulfonagéo, cloretos
de alquila e cloretos de alquila contendo funcionalidade de amdnio quaterna-
rio e misturas dos mesmos.

3. Meio cromatografico de acordo com a reivindicagao 2, carac-
terizado pelo fato de que o reagente de funcionalizagao € selecionado a par-
tir do grupo consistindo em anidridos carboxilicos ciclicos, anidridos carboxi-
licos insaturados, bissulfitos, cloretos de alquila, anidridos de alquila, cloretos
de alquila contendo funcionalidade de amdnio quaternario e misturas dos
mesmos.

4. Meio cromatografico de acordo com a reivindicagéo 3, carac-
terizado pelo fato de que o reagente de funcionalizagao é selecionado a par-
tir do grupo consistindo em: anidrido glutarico, anidridos succinicos, anidrido
maléico, meta-bissulfito de sddio, cloreto de butila, anidrido acético, anidrido
butirico, cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil)trimetilamdnio, e misturas dos
mesmos.

5. Meio cromatografico de acordo com a reivindicagdo 1, carac-
terizado pelo fato de ser de modo misto.

6. Meio cromatografico de acordo com a reivindicagdo 5, carac-

terizado pelo fato de que o meio de modo misto é selecionado a partir do
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grupo consistindo em meios com sitios de troca de aminas primarias, secun-
darias e terciarias mistas, meios com sitios de troca tanto de anions fracos
como de cations fracos, meios com sitios de troca de anions fracos, cations
fracos e cations fortes, meios com sitios de troca de anions fracos e hidrofé-
bicos (fase reversa) e meios com sitios de troca de anions fracos e anions
fortes.

7. Coluna para cromatografia, caracterizada pelo fato de ser car-
regada com meio cromatografico como definido em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 6.

8. Processo para separacao de componentes de uma solugao,
caracterizado pelo fato de que compreende passar a solugao através de
uma coluna de cromatografia, como definida na reivindicagao 7, e eluir os
componentes da solugdo, em que a solugao é uma solugao contendo protei-

nas.
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RESUMO
Patente de Invengédo: "MEIO CROMATOGRAFICO, COLUNA PARA CRO-
MATOGRAFIA E PROCESSO PARA SEPARAGAO DE COMPONENTES
DE UMA SOLUGAO".

A presente invencao refere-se a preparag¢ao e ao uso de novos
meios cromatograficos poliméricos e, de preferéncia, meios cromatograficos
poliméricos de modo misto. De acordo com a presente invengdo, o meio po-
limérico é preparado usando particulas poliméricas derivadas com polietile-
nimina e, de preferéncia, essas particulas poliméricas derivadas com polieti-
lenimina sé@o adicionalmente funcionalizadas com reagentes apropriados. O

meio cromatografico polimérico é especialmente util para biosseparagdes.
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