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DESCRIPCION
Secado supercritico de medios cromatograficos
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad a la Solicitud de patente provisional de EE. UU. No. 62/900,798,
presentada el 16 de septiembre de 2019; y Solicitud de patente provisional de EE. UU. No. 62/900,155, presentada el
13 de septiembre de 2019.

Antecedentes

La tecnologia de fluidos supercriticos (SCF) ha encontrado muchos usos en una variedad de campos, especialmente
en aplicaciones farmacéuticas, como la ingenieria de particulas y cristales, donde es muy deseable un gran control
sobre las propiedades fisicoquimicas de las particulas producidas y el control de la formacién de cristales. Otras
aplicaciones, como la formacién de particulas compuestas, la extraccion, el recubrimiento y la preparacién de
liposomas, han encontrado un gran interés en la tecnologia SCF.

El uso del secado de puntos criticos (CPD) también ha generado interés en varios campos que requieren la
preservacién de la estructura durante el secado, como el secado de muestras biolégicas para procesos de microscopia
electrdnica de barrido. En general, CPD, especialmente de CO,, se encontré que mantiene una alta superficie de
materiales porosos, como el aerogel de silice, en comparacién con el secado regular.

Ademas, los avances recientes en la tecnologia exploraron la sintesis de materiales porosos mediante el desarrollo
de procesos reactivos en CO; supercritico fluido para sintetizar estructuras organometalicas (MOF) tridimensionales
de poros vacios, asi como para procesar materiales porosos desordenados, como polimeros, aerogeles y hormigén.

La tecnologia de fluidos supercriticos también se utiliza con éxito para la micronizacién de proteinas, la encapsulacion
en particulas, la fabricacién de espuma microporosa biopolimérica (utilizando espuma supercritica) y la impregnacion
supercritica para el desarrollo de formulaciones o dispositivos biomédicos y farmacéuticos. Para secar proteinas con
polimeros, el SCF se puede utilizar de diversas formas para producir el biopolimero. La eleccién del método depende
en gran medida de: la interaccién del fluido supercritico (por ejemplo, CO5) con el ingrediente activo (por ejemplo,
proteina), el disolvente y el material de recubrimiento de interés o el polimero, donde la interaccién del polimero con
el fluido supercritico (por ejemplo, CO2) cumple una funcién importante.

Otros métodos de secado sdlo pueden conservar las propiedades de la membrana durante un tiempo de
almacenamiento limitado en estado seco. Existe una necesidad de métodos que produzcan materiales de composite
secos que muestren propiedades consistentes con el almacenamiento, post-CPD, en estado seco.

Resumen

Se divulgan métodos para secar materiales de composite en puntos criticos que pueden usarse para una variedad de
aplicaciones, incluida la separaciéon y purificacién de biomoléculas. Especificamente, se utilizd la técnica CPD para
mantener o casi mantener la estructura de los poros himedos, el area superficial y la permeabilidad de la membrana
en estado seco. Después de exponer el material de composite a un fluido supercritico, el material de composite se
seca a medida que el fluido supercritico se evapora a presién reducida.

En un aspecto, la divulgacién se refiere a métodos de secado en el punto critico de un material de composite, que
comprenden las etapas de:

a. proporcionar un material de composite que comprende:

i. un miembro de soporte, que comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte;
y

ii. un gel macroporoso reticulado, en el que el gel macroporoso reticulado comprende un polimero formado a partir de
una reaccién de uno 0 mas monémeros polimerizables con uno o mas reticulantes; el gel macroporoso reticulado esta
situado en los poros del miembro de soporte; y dichos macroporos del gel macroporoso reticulado son mas pequefios
que los poros del miembro de soporte;

en el que el material de composite se humedece con una solucién acuosa;

b. intercambiar la solucién acuosa con un disolvente organico polar, de manera que el material de composite se
humedezca con el disolvente organico polar,

¢. poner en contacto el material de composite con un fluido supercritico a una temperatura y una presion superiores al
punto critico del fluido supercritico, en el que las fases gaseosa y liquida son indistinguibles; y el disolvente orgénico
polar es miscible con el fluido supercritico; y
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d. reducir la presién;
de este modo se seca el punto critico del material de composite.

En otro aspecto, la divulgacién se refiere a métodos de secado en el punto critico de un material de composite, que
comprenden las etapas de:

a. proporcionar un material de composite que comprende:

i. un miembro de soporte, que comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte;
y

ii. un gel macroporoso reticulado, en el que el gel macroporoso reticulado comprende un polimero formado a partir de
una reaccién de uno o mas monémeros polimerizables con uno o mas reticulantes; el gel macroporoso reticulado
comprende una pluralidad de ligandos que son moléculas bioldgicas o iones biolégicos; el gel macroporoso reticulado
esta situado en los poros del miembro de soporte; y dichos macroporos del gel macroporoso reticulado son mas
pequefios que los poros del miembro de soporte;

en el que el material de composite se humedece con una solucién acuosa;

b. intercambiar la solucién acuosa con un disolvente organico polar, de manera que el material de composite se
humedezca con el disolvente organico polar,

¢. poner en contacto el material de composite con un fluido supercritico a una temperatura y una presion superiores al
punto critico del fluido supercritico, en el que las fases gaseosa y liquida son indistinguibles; y el disolvente orgénico
polar es miscible con el fluido supercritico; y

d. reducir la presién;
de este modo se seca el punto critico del material de composite.
Breve descripcién de las figuras

Figura 1A muestra un material de composite ejemplar con capas de lamina intermedia (por ejemplo, una malla) en un
conjunto enrollado o enrollado en espiral.

Figura 1B muestra un material de composite ejemplar (por ejemplo, discos de membrana) con capas de lamina
intermedia (por ejemplo, una malla) en un conjunto de pila de membranas en un soporte de CPD.

Figura 2 muestra la Tabla 3 con protocolos de intercambio con componentes de alcohol, tampén y sal.

Figura 3A muestra el efecto de secado de punto critico (CPD) (circulos) sobre el flujo de la membrana en comparacion
con otros métodos de secado (sin estabilizador, diamantes; y con glicerina, tridngulos).

Figura 3B muestra efecto de secado en punto critico (circulos) sobre la capacidad aglomerante en comparacién con
otros métodos de secado (sin estabilizante, diamantes; y con glicerina, tridngulos).

Figura 4A muestra las propiedades de la membrana después del almacenamiento de secado en el punto critico con
una relacién de membrana a etanol de 3.3.

Figura 4B muestra las propiedades de la membrana después del almacenamiento de secado en el punto critico con
una relacién membrana-etanol de 4.3.

Figura 4C muestra las propiedades de la membrana después del almacenamiento de secado en el punto critico con
una relacién de membrana a etanol de 4.3.

Figura 4D muestra las propiedades de la membrana después del almacenamiento de secado en el punto critico con
una relacién membrana-etanol de 5.6.

Figura 5A muestra el efecto de los protocolos de extraccién sobre la capacidad de unién dindmica de I1gG de la
membrana epoxi después de la DPC.

Figura 5B muestra el efecto de los protocolos de extraccién sobre el flujo de la membrana epoxi después de la DPC.

Figura 5C muestra el efecto de los protocolos de extraccion sobre la capacidad de unidén dindmica de 1gG de la
membrana epoxi después de la DPC.

Figura 5D muestra el efecto de los protocolos de extraccién sobre el flujo de la membrana epoxi después de la DPC.
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Figura 6 muestra la Tabla 4 con los pardmetros de secado del punto critico y el volumen de extraccién de etanol de
membrana relacionado.

figura 7 muestra la Tabla 5 con parametros de secado de puntos criticos para membranas con diferentes capacidades
de unién y permeabilidades.

Figura 8A muestra la estabilidad de varias membranas epoxi secas en puntos criticos basadas en fundente.
Figura 8B muestra la estabilidad de varias membranas de proteina A secas en puntos criticos basadas en fundente.

Figura 8C muestra la estabilidad de varias membranas epoxi secas en puntos criticos segln la capacidad de unién
dinamica de IgG.

Figura 9A muestra el cambio en la distribucién del tamafio de los poros de la membrana epoxi en una muestra hUmeda
intercambiada.

Figura 9B muestra el cambio en la distribuciéon del tamafio de los poros de la membrana epoxi en una muestra de CPD
después de 25 dias.

Figura 9C muestra el cambio en la distribucidén del tamafio de los poros de la membrana epoxi en una muestra secada
a 50 °C durante 10 minutos en EtOH después de 1 dia.

Figura 9D muestra el cambio en la distribucidén del tamafio de los poros de la membrana epoxi en una muestra secada
a 50 °C durante 10 minutos en agua después de 1 dia.

Figura 10A muestra el efecto de CPD sobre el flujo de membrana y la capacidad de unién dindmica de IgG en
comparacién con el intercambio de disolventes y otros métodos de secado (es decir, a partir de agua y de etanol).

Figura 10B muestra el efecto de CPD sobre las propiedades del tamafio de poro de la membrana epoxi en comparacién
con el intercambio de disolventes y otros métodos de secado (a partir de agua y de etanol).

Figura 11 muestra mediciones de area de superficie de membranas epoxi CPD y una membrana secada en horno.

Figura 12 muestra la Tabla 6 con los parametros clave de la ejecucion de CPD y el volumen de extraccién de alcohol
de membrana relacionado.

Figura 13A muestra el efecto de CPD sobre la capacidad de unién dinamica de IgG de la membrana en comparacion
con el método de secado en horno.

Figura 13B muestra el efecto de CPD sobre el flujo de la membrana en comparacién con el método de secado en
horno.

Figura 14A muestra el efecto de los protocolos de intercambio con tampones sobre la capacidad de unién dindmica
de IgG de membrana de proteina A con CPD.

Figura 14B muestra el efecto de los protocolos de intercambio con tampones sobre la capacidad de flujo de la
membrana de proteina A con CPD.

Figura 15 muestra la estabilidad a largo plazo de membranas de proteina A secas en puntos criticos intercambiadas
con un protocolo de tampén ejemplar.

Figura 16A muestra el efecto de los protocolos de intercambio con sales sobre la capacidad de unién dinamica de IgG
de membrana de proteina A con CPD.

Figura 16B muestra el efecto de los protocolos de intercambio con sales sobre la capacidad de flujo de la membrana
de proteina A con CPD.

Figura 17 muestra la estabilidad a largo plazo de membranas de proteina A secas en puntos criticos intercambiadas
con un protocolo de sal ejemplar.

Figura 18 muestra una comparacion de los efectos de diferentes protocolos de intercambio sobre el rendimiento de la
membrana de proteina A CPD.

Figura 19A muestra datos de capacidad de unién para la membrana CPD del protocolo de intercambio AwB3.
Figura 19B muestra datos de flujo para la membrana CPD del protocolo de intercambio AwB3.

Figura 20A muestra datos de capacidad de unién para la membrana CPD del protocolo de intercambio de alcohol
limitado AwB3-SV.
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Figura 20B muestra datos de flujo para la membrana CPD del protocolo de intercambio de alcohol limitado AwB3-SV.

Figura 21A muestra la prueba de envejecimiento de la capacidad de unién para la membrana de proteina A CPD
intercambiada usando los protocolos TP1-AWOB1 y TP2-AWOB1 (con 1 dia de almacenamiento en alcohol al 20 %).

Figura 21B muestra la prueba de envejecimiento por flujo para la membrana de proteina A de CPD intercambiada
utilizando los protocolos TP1-AWOB1 y TP2-AWOB1 (con 1 dia de almacenamiento en alcohol al 20 %).

Figura 22A muestra la prueba de envejecimiento de la capacidad de unién para la membrana de proteina A CPD
intercambiada usando los protocolos TP1-AWOB1 y TP2-AWOB1 (con almacenamiento de 7 dias en alcohol al 20 %).

Figura 22B muestra la prueba de envejecimiento por flujo para la membrana de proteina A de CPD intercambiada
utilizando los protocolos TP1-AWOB1 y TP2-AWOB1 (con almacenamiento de 7 dias en alcohol al 20 %).

Figura 23A muestra la prueba de envejecimiento de la capacidad de unidén para la membrana de proteina A de CPD
intercambiada usando los protocolos TP3-AWOB1 y TP4-AWOB1 (con almacenamiento de 7 dias en alcohol al 16 %
en fosfato 20 mM, pH 7.5).

Figura 23B muestra la prueba de envejecimiento por flujo para la membrana de proteina A de CPD intercambiada
utilizando los protocolos TP3-AWOB1 y TP4-AWOB1 (con almacenamiento durante 7 dias en alcohol al 16 % en
fosfato 20 mM, pH 7.5).

Descripcion detallada
Descripcion general

Se divulgan métodos para secar materiales de composite en puntos criticos que pueden usarse para una variedad de
aplicaciones, incluida la separacién y purificacién de biomoléculas. En algunas realizaciones, el material de composite
es para cromatografia de bioafinidad. En algunas realizaciones, el material de composite es una membrana. En
algunas realizaciones, el material de composite es una membrana de gel polimérico poroso. Especificamente, se utilizé
la técnica CPD para mantener o casi mantener la estructura de los poros humedos, el area superficial y la
permeabilidad de la membrana en estado seco. Ademas, el método de secado de punto critico produce membranas
secas que muestran propiedades consistentes con el almacenamiento, post-CPD, en estado seco. En algunas
realizaciones, el CPD se usa como método de secado para secar un medio de bioafinidad que tiene un bioligando
unido a un gel poroso 0 a materiales de composite de gel poroso que se pueden usar, entre otras aplicaciones, como
medio cromatografico para bioseparacién. Especificamente, la técnica CPD se utiliza para secar el material de
proteina-polimero conjugado manteniendo la estructura y la funcionalidad de los medios de bioafinidad. Por el
contrario, otros métodos de secado sblo pueden conservar las propiedades de la membrana durante un tiempo de
almacenamiento limitado en estado seco.

Definiciones

Por conveniencia, antes de una descripcion adicional de la presente invencién, se recopilan aqui ciertos términos
empleados en la especificaciéon, ejemplos y reivindicaciones adjuntas. Estas definiciones deben leerse a la luz del
resto de la divulgacién y entenderse como por una persona experta en la técnica. A menos que se defina lo contrario,
todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el mismo significado que entiende
comUnmente una persona con conocimientos habituales en la técnica.

Al describir la presente invencién, se utilizan diversos términos en la descripcidén. La terminologia estandar se usa
ampliamente en filtracidén, suministro de fluidos y procesamiento de fluidos en general.

Los articulos “un” y “una” se utilizan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. Amodo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento 0 més de un elemento.

Los términos “comprende” y “que comprende” se utilizan en el sentido abierto e incluyente, lo que significa que se
pueden incluir elementos adicionales.

El término “incluido” se utiliza para significar “incluido, entre otros”, “que incluye” y “incluido pero no limitado a” se
utilizan indistintamente.

El término “polimero” se utiliza para referirse a una molécula grande formada por la unién de unidades repetidas
(mondémeros). El término polimero abarca también copolimeros.

El término “copolimero” se utiliza para referirse a un polimero de al menos dos 0 mas monémeros diferentes. Un
copolimero puede estar compuesto por un reticulante y un monémero, si el reticulante es un monémero difuncional.

El término “fluido supercritico” (SCF) se utiliza para referirse a cualquier sustancia quimica que se coloca a una
temperatura y presién superiores a su punto critico, donde las fases gaseosa y liquida no son distinguibles. Una
caracteristica importante de los fluidos supercriticos es que en la regién critica los fluidos muestran densidad como
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los liquidos, mientras que la viscosidad y la difusividad son similares a las de los gases. Por lo tanto, los fluidos
supercriticos tienen buenas propiedades de mezcla y transferencia de masa, y no sorprende que su capacidad para
solubilizar cualquier soluto sea sensible tanto a la temperatura como a la presidén. Esta variacién de solubilidad a
diferentes temperaturas y presiones brinda la oportunidad de utilizar fluidos supercriticos en varias aplicaciones donde
la solubilizacién y precipitacién/separacién del soluto se pueden controlar al cambiar las condiciones de la regidn
critica.

El término “Proteina A” o “PrA” se utiliza para referirse a una proteina bacteriana de Estafilococo aureus, un derivado
de la Proteina A, o una Proteina A recombinante con capacidad de unirse a anticuerpos de mamiferos de clase
inmunoglobulina G (IgG) con alta afinidad. El gen de la proteina A ha sido clonado y expresado en Escherichia coli
permitiendo la produccién de grandes cantidades de proteina A recombinante y derivados de proteina A. En algunas
realizaciones, la proteina A es un ligando de afinidad. En algunas realizaciones, la proteina A es una proteina, péptido
o proteina recombinante que comprende un ligando que se une a anticuerpos monoclonales (por ejemplo, anticuerpos
IgG) y una fraccién que puede formar un enlace covalente con un grupo funcional reactivo colgante (por ejemplo, tiol
de Cys, o amina de Lys). En algunas realizaciones. La proteina A es una proteina, péptido o proteina recombinante
que comprende un ligando que se une al dominio Fc de un anticuerpo y una fraccién que puede formar un enlace
covalente con un grupo funcional reactivo colgante. En algunas realizaciones la proteina A es una proteina, péptido o
proteina recombinante que comprende un ligando que se une al dominio Fab de un anticuerpo y una fraccién que
puede formar un enlace covalente con un grupo funcional reactivo colgante.

Métodos de uso

Los materiales de composite que comprenden grupos funcionales reactivos colgantes se pueden injertar con ligandos
mediante reacciones quimicas. Por ejemplo, las membranas porosas que contienen grupos colgantes epoxi activos
pueden injertarse con ligandos de bioafinidad mediante reacciones de conjugacién nucleofilica con grupos adecuados
presentes en los ligandos de bioafinidad. Las membranas conjugadas pueden servir como medios cromatograficos
Utiles para separaciones por bioafinidad de objetivos especificos, como anticuerpos monoclonales. Para tener un
rendimiento de separacidén altamente productivo, la plataforma de membrana debe mantener una estructura porosa
que produzca suficiente permeabilidad para fluir y la capacidad de unién al objetivo deseada, y estas caracteristicas
deben ser estables durante el almacenamiento.

En general, los medios cromatograficos de bioafinidad dependen de la especificidad del ligando inmovilizado que le
permite unirse selectivamente a una diana especifica entre otros analitos, que pueden liberarse en etapas posteriores,
utilizando fases méviles que reducen las fuerzas de unién entre el ligando y la diana. Esta bioactividad del ligando
depende en gran medida de la estructura geométrica y quimica del centro activo y, por lo tanto, es probable que
cualquier cambio en la estructura quimica o en la esterecestructura afecte la capacidad de unién de los medios
cromatograficos.

Uno de los principales desafios en la fabricacién de medios cromatograficos es inmovilizar ligandos especificos en la
interfaz y mantener su bioactividad, especialmente en forma seca. En general, el secado de las moléculas de proteina
expone la biomolécula a diversas fuerzas fisicas debido a la eliminacién de agua y a las fuerzas de interaccién
intramolecular que ejercen presién sobre la estructura tridimensional de la molécula grande, lo que probablemente
resulta en cambios irreversibles en la estructura 3D.

Se examinaron muchas técnicas para el secado de proteinas, incluida la liofilizacién y la técnica emergente de secado
SCF. Histéricamente, el secado por congelamiento (también conocida como liofilizacién) es el método preferido para
deshidratar proteinas. Sin embargo, existen tensiones asociadas con el proceso de congelacién en si, especialmente
en la etapa de congelacién, que pueden representar un riesgo de desnaturalizacién de proteinas. El secado con fluidos
supercriticos es una técnica relativamente nueva que también conlleva diferentes tensiones en la estructura de la
proteina, ya que la alta presiéon asociada con el proceso SCF podria influir en la estabilidad de la proteina y el uso de
disolventes organicos puede provocar desnaturalizaciéon o agregacién.

Para ligandos o biomoléculas inmovilizados, la tarea es mas complicada ya que fuerzas adicionales debidas a diversas
interacciones con la superficie del medio (interacciones hidrofébicas e ibnicas) amplifican los efectos de secado y
probablemente reducen la bioactividad del ligando. Es esencial controlar el proceso de secado para mantener la
bioactividad, especialmente si la superficie del medio también se ve afectada por el proceso de secado. Si bien la
liofilizacién es eficaz para secar proteinas, una biomolécula inmovilizada puede requerir una técnica de secado que
pueda secar tanto la molécula inmovilizada como la plataforma también, especialmente si esta Ultima es un material
sensible a la técnica de secado.

La plataforma de membrana generalmente se fabrica mediante polimerizacién in situ de mondmeros de
acrilato/acrilamida y reticulantes dentro de un sustrato de polimero fibroso no tejido para obtener un material poroso
de gel reforzado. Por ejemplo, se fabricé una membrana que contenia epoxi usando monémeros de acrilato y
acrilamida y reticulantes sobre un sustrato de polimero fibroso no tejido para obtener un material de gel poroso. La
porosidad y la estructura del gel poroso de la membrana se ajustaron mediante un proceso de tratamiento térmico
para producir las propiedades deseadas, como la permeabilidad y la capacidad de unidn a proteinas.
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En algunas realizaciones, la membrana epoxi porosa tiene grupos epoxi activos y se puede injertar con ligandos de
bioafinidad mediante una reaccién de conjugacién nucleofilica que utiliza grupos amino en la biomolécula. En algunas
realizaciones, la membrana epoxi se conjugé con un bioligando a través de un proceso de dos etapas de acoplamiento
de la biomolécula a través de una reaccién de adiciéon nucleofilica, seguido de una etapa de proteccién para reducir
los grupos epoxi activos en la superficie. En algunas realizaciones, la membrana conjugada puede servir como
plataforma cromatografica para realizar la separaciéon por bioafinidad de objetivos especificos, como anticuerpos
monoclonales. Para tener un buen rendimiento de separacién, la membrana conjugada debe tener una buena
estructura porosa con una superficie elevada y buena permeabilidad, ademas de mantener la bioactividad del ligando
inmovilizado.

Secar la membrana conjugada puede aumentar la estabilidad del ligando, aumentar la vida util del biopolimero, facilitar
la manipulacién del material y reducir el riesgo de contaminacién. Se deben considerar dos componentes al secar los
medios de bioafinidad: la estabilidad del ligando inmovilizado y la estabilidad del portador polimérico.

Sin embargo, se descubrié que las propiedades de dicha estructura obtenida en estado seco cambian con el tiempo.
Sin estar limitado por ninguna teoria, la sensibilidad del gel de membrana al proceso de secado puede estar
relacionada con la estructura de poros del gel, que puede alterarse irreversiblemente durante los procesos de secado.
En particular, secar el gel de membrana a partir de una fase humectante acuosa, que tiene una tensién superficial
relativamente alta, puede exponer la estructura del gel a fuerzas de cizallamiento elevadas durante la eliminacién del
agua en la etapa de secado.

Por ejemplo, el secado de la membrana de bioafinidad conjugada resulta desafiante ya que la funcionalidad y el
rendimiento cromatogréfico de la membrana cambian con el proceso de secado y continlan deteriorandose con el
tiempo. Esto se ha observado en membranas que contienen grupos epoxi que han mostrado una estabilidad limitada
cuando se secan a temperatura ambiente o a temperaturas mas altas (40-50 °C). Ademas de la sensibilidad de la
plataforma de la membrana, la susceptibilidad del ligando a las tensiones del proceso de secado no puede ignorarse
y puede ser responsable de la pérdida de bioactividad.

Sin limitarse a ninguna teoria, también se espera que el ligando pueda verse afectado por la eliminacién de agua, lo
que expone a la proteina a diversas fuerzas de interaccidn intra e intermoleculares, en las proximidades de la superficie
de la membrana. Las fuerzas de interaccidén biomolécula-superficie pueden alterar la estructura espacial de la proteina,
provocando su desnaturalizacién y pérdida de actividad.

El secado en el punto critico brinda la oportunidad de secar la membrana desde una fase de fluido supercritico (por
ejemplo, diéxido de carbono) en condiciones de tensién superficial muy baja que minimiza estas fuerzas sobre la
estructura del gel de la membrana y, por lo tanto, mantiene las propiedades himedas. Es decir, SCF proporciona un
entorno de tension superficial esencialmente nula para secar el material debido a las propiedades Unicas del fluido en
condiciones criticas, donde las fases gaseosa y liquida pueden ser indistinguibles.

El diéxido de carbono es un buen candidato a fluido supercritico para el secado en puntos criticos, ya que puede
alcanzar un estado supercritico en condiciones relativamente suaves, en comparacién con otros liquidos o gases. Por
ejemplo, el punto critico del agua esta a 374 °C y 228 bar, y estas condiciones pueden provocar cambios irreversibles
en muchos materiales de interés. Es decir, el punto critico del agua presenta un conjunto de condiciones mas dificiles
y extremas de alcanzar que pueden afectar al polimero y al ligando, no sélo fisicamente sino posiblemente
quimicamente. Por el contrario, el punto critico del diéxido de carbono estd a 31.2 °C y 73.8 bar, que es mucho menos
probable que alteren irreversiblemente las propiedades de la muestra y requieren controles y disefios de equipos
menos estrictos. Ademas, el CO, No es téxico y es rentable para procesos a gran escala.

Sin embargo, debido a su inmiscibilidad con el agua, no es posible pasar de una fase acuosa directamente a una fase
de secado de CO,. Por lo tanto, el agua en el material de composite que se va a secar (por ejemplo, la membrana)
debe intercambiarse primero con un disolvente organico polar (tal como un alcohol o una cetona) para desplazar el
agua con el disolvente organico. Por lo tanto, el fluido de intercambio debe tener buena miscibilidad con agua para
permitir el proceso de intercambio y ser miscible con CO; para permitir un intercambio final de la membrana en el
fluido de secado CO,. En algunas realizaciones, un obstaculo a superar es el efecto negativo esperado de exponer
biomoléculas a estos disolventes organicos.

En la etapa final, la temperatura de la camara donde se encuentra el material de interés (membrana) y el CO, El fluido
de secado esta encerrado, aumenta més alla del punto critico de temperatura y presién hasta la regién supercritica,
después de lo cual tiene lugar la evaporacién controlada reduciendo la presién y el secado se produce en ausencia
de fuerzas de tensién superficial.

Se sabe que algunas proteinas pueden ser estables en algunos disolventes organicos, siempre que el contenido de
agua en el disolvente sea bajo (normalmente menos del 10-20 %). También se sabe que minimizar los cambios
conformacionales durante un proceso de secado puede ayudar a estabilizar una proteina durante un proceso de
secado. Por lo tanto, en algunas realizaciones, para tener un proceso de secado de CSF exitoso, el protocolo de
intercambio debe incluir una etapa inicial de intercambio de tampdn/sal para proporcionar suficientes iones (para



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2977748 T3

reducir las interacciones iénicas intramoléculas durante el secado de CSF), y usar estrictamente gradientes de
disolvente organico que tiene bajo contenido de agua (<10 %).

En un aspecto, la divulgacién se refiere a métodos de secado en el punto critico de un material de composite, que
comprenden las etapas de:

a. proporcionar un material de composite que comprende:

i. un miembro de soporte, que comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte;
y

ii. un gel macroporoso reticulado, en el que el gel macroporoso reticulado comprende un polimero formado a partir de
una reaccidén de uno o mas monémeros polimerizables con uno o0 mas reticulantes; el gel macroporoso reticulado esta
situado en los poros del miembro de soporte; y dichos macroporos del gel macroporoso reticulado son mas pequefios
que los poros del miembro de soporte;

en el que el material de composite se humedece con una solucién acuosa;

b. intercambiar la solucién acuosa con un disolvente organico polar, de manera que el material de composite se
humedezca con el disolvente organico polar,

¢. poner en contacto el material de composite con un fluido supercritico a una temperatura y una presion superiores al
punto critico del fluido supercritico, en el que las fases gaseosa y liquida son indistinguibles; y el disolvente orgénico
polar es miscible con el fluido supercritico; y

d. reducir la presién;
de este modo se seca el punto critico del material de composite.

En otro aspecto, la divulgacién se refiere a métodos de secado en el punto critico de un material de composite, que
comprenden las etapas de:

a. proporcionar un material de composite que comprende:

i. un miembro de soporte, que comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte;
y

ii. un gel macroporoso reticulado, en el que el gel macroporoso reticulado comprende un polimero formado a partir de
una reaccién de uno o mas monémeros polimerizables con uno o mas reticulantes; el gel macroporoso reticulado
comprende una pluralidad de ligandos que son moléculas bioldgicas o iones biolégicos; el gel macroporoso reticulado
esta situado en los poros del miembro de soporte; y dichos macroporos del gel macroporoso reticulado son mas
pequefios que los poros del miembro de soporte;

en el que el material de composite se humedece con una solucién acuosa;

b. intercambiar la solucién acuosa con un disolvente organico polar, de manera que el material de composite se
humedezca con el disolvente organico polar,

¢. poner en contacto el material de composite con un fluido supercritico a una temperatura y una presion superiores al
punto critico del fluido supercritico, en el que las fases gaseosa y liquida son indistinguibles; y el disolvente orgénico
polar es miscible con el fluido supercritico; y

d. reducir la presién;
de este modo se seca el punto critico del material de composite.

En algunas realizaciones, el fluido supercritico se selecciona del grupo que consiste en diéxido de carbono, agua,
metano, etano, propano, etileno, propileno, metanol, etanol, acetona y éxido nitroso. En algunas realizaciones, el fluido
supercritico no es agua. En algunas realizaciones, el fluido supercritico se selecciona del grupo que consiste en diéxido
de carbono, metano, etano, propano, etileno, propileno, metanol, etanol, acetona y 6xido nitroso. En algunas
realizaciones, el fluido supercritico es diéxido de carbono.

En algunas realizaciones, uno o0 mas de los siguientes pardmetros seleccionados del grupo que consiste en cantidad
total de fluido supercritico con respecto al volumen de muestra, nimero de ciclos de purga, temperatura durante el
contacto con el fluido supercritico, la tasa de intercambio con el fluido supercritico, la temperatura Durante la etapa de
evaporacién, la tasa de calentamiento para aumentar la temperatura y la velocidad de reduccién de presiéon se pueden
variar en los métodos divulgados en el presente documento. Por ejemplo, los pardmetros que pueden variarse para
afectar el proceso de secado incluyen: 1) la cantidad total de CO» liquido (o numero de ciclos de purga) en relacién
con el volumen de muestra, 2) la temperatura de la camara durante el intercambio de CO,, la tasa de intercambio de
CO- liquido, 3) la temperatura establecida para la etapa de secado (normalmente superior a Tc), 4) la tasa de
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calentamiento a la que aumenta la temperatura de la camara, y 5) la tasa de disminucién de presién de CO5 durante
la etapa de evaporacion.

En algunas realizaciones, el disolvente orgénico polar se selecciona del grupo que consiste en acetona, acetonitrilo,
amoniaco, t-butanol, n-propanol, etanol, metanol y 4cido acético.

En algunas realizaciones, el miembro de soporte comprende un material polimérico seleccionado del grupo que
consiste en polisulfonas, polietersulfonas, polifenilenéxidos, policarbonatos, poliésteres, celulosa y derivados de
celulosa.

En algunas realizaciones, el material de composite es una membrana.

En algunas realizaciones, el material de composite estd en contacto con una o mas capas intercaladas. En algunas
realizaciones, la una o mas capas intercaladas se seleccionan del grupo que consiste en malla, polipropileno,
polietileno y papel.

En algunas realizaciones, el gel reticulado es un hidrogel neutro, un hidrogel cargado, un gel de polielectrolito, un gel
hidréfobo, un gel neutro o un gel que comprende grupos funcionales.

En ciertas realizaciones, los materiales de composite utilizados como membranas en la presente invencién se
describen en Patentes de EE. UU. Nos. 7,316,919; 8,206,958, 8,187,880, 8,211,682; 8,652,849; 8,192,971, 8,206,982;
8,367,809, 8,383,782; 8,133,840; 9,962,691, y 10,357,766; y niumeros de serie de solicitudes de patente de EE. UU.
14/190,650, 16/055,786, y 16/516,500.

En algunas realizaciones, el gel macroporoso reticulado comprende macroporos que tienen un tamafio promedio de
aproximadamente 10 nm a aproximadamente 3000 nm.

En algunas realizaciones, los poros del miembro de soporte tienen un didmetro de poro promedio de aproximadamente
0.1 ym a aproximadamente 50 um.

En algunas realizaciones, el gel reticulado comprende grupos funcionales reactivos colgantes. En algunas
realizaciones, los grupos funcionales reactivos colgantes se seleccionan del grupo que consiste en aldehidos, aminas,
dobles enlaces carbono-carbono, triples enlaces carbono-carbono, epdxidos, hidroxilos, tioles, anhidridos, azidas,
haldgenos reactivos, cloruros de acido y una mezcla de los mismos. En algunas realizaciones, los grupos funcionales
reactivos colgantes son epdéxidos. En algunas realizaciones, uno o mas mondémeros que comprenden un grupo
funcional reactivo colgante se seleccionan del grupo que consiste en metacrilato de glicidilo, acrilamidoxima, anhidrido
acrilico, anhidrido azelaico, anhidrido maleico, hidrazida, cloruro de acriloilo, metacrilato de 2-bromoetilo y vinil metil
cetona.

En algunas realizaciones, el gel reticulado comprende una pluralidad de ligandos. En algunas realizaciones, el gel
reticulado comprende una pluralidad de ligandos que comprenden una funcionalidad. En algunas realizaciones, la
funcionalidad se selecciona del grupo que consiste en catiénica, aniénica, hidréfoba, hidréfila, tifila, donadora de
enlaces de hidrégeno, receptora de enlaces de hidrégeno, donadora de enlaces pi-pi, receptora de enlaces pi-pi,
quelante de metales, una molécula bioldgica, y un ion biolégico.

En algunas realizaciones, la pluralidad de ligandos son moléculas biol6égicas o iones bioldgicos seleccionados del
grupo que consiste en albdminas, lisozima, virus, células, y-globulinas de origen humano y animal, inmunoglobulinas
de origen tanto humano como animal, proteinas de origen recombinante u origen natural que incluyen polipéptidos de
origen sintético o natural, interleucina-2 y su receptor, enzimas, anticuerpos monoclonales, antigenos, lectinas,
proteinas de unién a inmunoglobulinas bacterianas, tripsina y su inhibidor, citocromo C, mioglobulina, interleucina
humana recombinante, proteina de fusién recombinante, Proteina A, Proteina G, Proteina L, Péptido H, productos
derivados de &cidos nucleicos, ADN de origen sintético o natural y ARN de origen sintético o natural. En algunas
realizaciones, la pluralidad de ligandos son moléculas biol6gicas o iones biolégicos seleccionados del grupo que
consiste en y-globulinas de origen humano y animal, inmunoglobulinas de origen tanto humano como animal, proteinas
de origen recombinante o natural que incluyen polipéptidos de origen sintético u origen natural, anticuerpos
monoclonales, proteinas de unién a inmunoglobulinas bacterianas, proteina de fusién recombinante, Proteina A,
Proteina Gy Proteina L. En algunas realizaciones, la pluralidad de ligandos son moléculas biolégicas o iones biolégicos
seleccionados del grupo que consiste en un polipéptido, una proteina , una proteina recombinante, una proteina de
unién a inmunoglobulina bacteriana, una proteina de fusién recombinante, Proteina A, Proteina G, Proteina L y Péptido
H. En algunas realizaciones, la pluralidad de ligandos es Proteina A.

En algunas realizaciones, los materiales de composite (por ejemplo, membranas) comprenden polimeros que
contienen diversos ligandos Utiles para la cromatografia de afinidad. Por ejemplo, separacién cromatogréafica de
biomoléculas (por ejemplo, proteinas). Por ejemplo, este enfoque se puede utilizar para introducir en los materiales de
composite (por ejemplo, membrana) funcionalidades de intercambio iénico (por ejemplo, carboxilato, sulfonato, amonio
cuaternario, amina), fracciones de interaccién hidréfobas (tales como un grupo octilo mediante el uso de 1-octanotiol
o 1 -octeno) y biomoléculas para cromatografia de bioafinidad (como la cisteina-proteina A para la purificacién de
anticuerpos monoclonales).
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En algunas realizaciones, los materiales de composite demuestran inestabilidad durante y después de los procesos
de secado convencionales. En algunas realizaciones, el secado en el punto critico permite la eliminaciéon del agua sin
dafiar el material de composite. En algunas realizaciones, el secado en el punto critico permite la eliminacién de agua
sin dafiar la membrana que comprende ligandos. En algunas realizaciones, la invencién se refiere a métodos de
secado en puntos criticos de materiales de composite de manera que los materiales de composite muestren
propiedades equivalentes a los materiales de composite inicialmente mojados con agua.

En algunas realizaciones, los métodos de secado en puntos criticos de materiales de composite mejoran el
almacenamiento del material de composite, el ensamblaje de una membrana en el dispositivo final y el envio estable
con una carga biolégica reducida.

Ejemplificacién

Los siguientes ejemplos se proporcionan como ilustraciones. Se entendera, sin embargo, que los detalles especificos
proporcionados en cada ejemplo se han seleccionado con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitativos
del alcance de la divulgacién. Generalmente, los experimentos se realizaron en condiciones similares a menos que se
indique lo contrario.

Ejemplo 1: materiales y métodos generales
Productos quimicos

El diéxido de carbono licuado (grado médico 99.99 %) se obtuvo de PraxAir Canada Inc., el reactivo de alcohol anhidro
(<0.005 % de agua) y el cloruro de calcio se obtuvieron de MilliporeSigma, y la solucién tampdn concentrada liquida
de PBS 10X (Grow Cells) se adquirié de VWR.

Proteina
La IgG humana, purificada por afinidad, se obtuvo de Innovative Research Inc. (Novi, MI, EE. UU.).
Material de la membrana

Las membranas epoxi se fabricaron polimerizando monémeros de acrilato y/o acrilamida y reticulantes dentro de un
material de malla de soporte en una reaccién iniciada por UV. Se pueden producir varias membranas funcionales que
contienen grupos de unién a proteinas (por ejemplo, intercambio iénico, interaccidn hidréfoba e interaccidn hidréfila)
en una Unica etapa de polimerizacién introduciendo grupos polimerizables funcionales adecuados en la solucién de
polimerizaciéon en gel. Las membranas lavadas en hiumedo también pueden someterse a una etapa de tratamiento
térmico adicional para ajustar su rendimiento, estructura de poros final y permeabilidad.

Posteriormente, la membrana epoxi se conjugd con el ligando de proteina A mediante una reaccién de adicidén
nucleofilica en la que principalmente un grupo nucleofilico en la molécula del ligando (grupos amino o tiol) abre el anillo
de oxirano y une covalentemente el bioligando al gel de la membrana.

También se pueden conjugar otros ligandos para apuntar a otras biomoléculas o entidades como virus.

En un protocolo de conjugacidn tipico, se monté un disco de membrana (25 mm) en un soporte de acero inoxidable
Natrix y luego se conecté a un instrumento de cromatografia AKTA, donde la membrana se equilibré con PBS y luego
se extrajo la solucion del ligando (Proteina A) en una solucién tampén de fosfato fue pasada a través de la membrana
bajo caudal(es) seleccionado(s) durante un periodo de tiempo apropiado. A esto le siguié una etapa de lavado con
tampén, luego los grupos epoxi sin reaccionar de la membrana se pasivaron haciendo fluir una solucién de extincién
a través de la membrana, seguido de una etapa de lavado con tampén para eliminar la solucién de extincién residual.

Pruebas de rendimiento de membranas

Se evaluaron las membranas por su permeabilidad (tanto en el estado pre como posconjugado cuando los ligandos
se conhjugaban con membranas que contenian grupos reactivos colgantes) y por su capacidad de unién a una
biomolécula objetivo especifica.

Para la permeabilidad, la prueba de flujo se llevé a cabo a una presién definida (100 kPa), normalmente se utiliza agua
como fluido de prueba, para estimar la cantidad de fluido que pasa a través del area superficial especifica de la
membrana, y los resultados finales de permeabilidad se expresaron en kg/m?h.

La capacidad de unién a membrana se midié determinando la cantidad de proteina seleccionada capturada por una
membrana de volumen de prueba en condiciones de flujo definidas (es decir, capacidad de unién dinamica, dBC) y se
expresb como mg de proteina unida/ml de membrana.

Para la bioafinidad de la membrana, la capacidad de unién se midi6 al determinar la cantidad de proteina IgG capturada
por el volumen de membrana activa al 10 % de la absorbancia de avance, pasando la solucién de prueba del
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compuesto objetivo en un tampén (IgG en este caso). La capacidad de unién dindmica (dBC) se expresa como mg del
compuesto objetivo/ml de volumen de membrana.

Formato de membrana
Formato A

Las muestras de membrana generalmente se intercambiaron con disolvente y se secaron en el punto critico en formato
de rollo. Las tiras de membrana se colocaron en capas con tiras de malla de polipropileno de ancho similar y longitud
ligeramente mas larga (2-3 cm méas larga) y luego se enrollaron (Fig. 1A). Los rollos se fabricaron en dimensiones que
encajan en el soporte de muestra de la camara de secado de punto critico (CPD) (principalmente 4 cm de ancho y OD
de ~ 4.5 cm) o, en algunos casos, caben directamente en la propia camara del instrumento (ancho <5.5 cm y OD por
debajo de 5.8 cm).

Formato A'

Las muestras de membrana se intercambiaron y secaron en formato de rollo hecho a mano. Se colocaron capas de
tiras de membrana de proteina A (~ 4x36 cm) con mallas de PP de ancho similar y tiras ligeramente mas largas (2-
3 cm més largas) y luego se enrollaron (Fig. 1A). Las mallas se utilizaron para mejorar el proceso de intercambio y la
coherencia del proceso. Los rollos se fabricaron en dimensiones que se ajustan al soporte del instrumento
(principalmente 4 cm de ancho y OD de ~ 4.5 cm) o, en algunos casos, caben directamente en la propia camara del
instrumento (ancho <5.5cm y OD inferior a 5.8 cm). Se usé un alambre para mantener unido el rollo intercalado
durante el proceso de intercambio, que se llevd a cabo en un vaso de precipitados de 200 ml, luego se retiré justo
antes de colocar el rollo en el soporte (o la cAmara para la configuracién del rollo méas grande).

Formato B

Las muestras de membrana se secaron en el punto critico como una pila intercambiable de membrana y discos de
criba del mismo didmetro. Después de intercambiarlos completamente en un recipiente separado con el volumen de
solucién apropiado en cada etapa de acuerdo con el protocolo, los discos de membrana (25 mm) se apilaron en un
bloque de muestra modificado (con un diametro interior de 25 mm) con discos de malla del mismo didmetro de forma
intercambiable, como se muestra en la Fig. 1B. Los discos de criba sirven como separadores para promover una mejor
mezcla y accesibilidad durante la etapa de intercambio de solventes, asi como el proceso de secado CPD en el que
se intercambia alcohol con CO; es crucial para un secado exitoso. La pila se empapé brevemente en una nueva
cantidad de alcohol anhidro antes de montarla en la cdmara de intercambio del instrumento CPD.

Agua/Protocolo de intercambio de etanol

La presidn y temperatura criticas del diéxido de carbono son 73.8 bary 31.2 °C, respectivamente. Estas condiciones
suaves para alcanzar el estado de fluido supercritico hacen que el diéxido de carbono sea una opcién adecuada para
realizar el secado en puntos criticos y al mismo tiempo preservar las estructuras fragiles durante el proceso. Sin
embargo, la mala miscibilidad del agua en CO» hace necesario intercambiar el agua con etanol, una mayor cantidad
de CO, Fase liquida intermedia miscible que se puede reemplazar facilmente con diéxido de carbono liquido antes del
proceso de secado.

Generalmente se transfirié un rollo de membrana al fluido de intercambio de etanol a través de un gradiente de agua
y etanol para finalmente reemplazar la fase acuosa en la membrana con alcohol anhidro que posee un contenido de
agua muy bajo. Se examinaron varios protocolos que tienen diferente nUmero de pasos, contenido de alcohol variable
y tiempo(s) de residencia. Principalmente se examinaron dos protocolos: Protocolo A con cinco pasos cortos con
disminucién gradual del contenido de agua (Tabla 1) y protocolo B con ocho pasos (Tabla 2).

Tabla 1. Protocolo de intercambio de disolventes A

Etapa % de solucién alcohdlica Tiempo de remojo (min)
1 30 10
2 70 10
3 90 10
4 100 10
5 100 10

Tabla 2. Protocolo de intercambio de disolventes B
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Etapa % de solucién alcohdlica Tiempo de remojo (min)
1 30 10
2 70 10
3 70 10
4 90 10
5 90 10
6 100 10
7 100 10
8 100 10

A pesar del COs al ser la opcién més adecuada para el proceso CPD, su escasa miscibilidad con agua hace necesario
sustituir la fase acuosa (tampén en este caso) por alcohol, una fase liquida méas miscible que puede sustituirse
facilmente por didéxido de carbono liquido. Normalmente, el protocolo de intercambio para CPD implica intercambiar al
sujeto en una solucién de gradiente ascendente de alcohol en agua, terminando con un remojo/intercambio con alcohol
anhidro para eliminar toda el agua antes de pasar a la etapa SCF y eventualmente evaporar el CO» reduciendo la
presién para realizar la transiciéon de fase supercritica a fase gaseosa.

Sin embargo, debido a que la forma conjugada tiene un ligando unido a la membrana, el protocolo de intercambio se
modificé para minimizar o mitigar los efectos negativos esperados de la exposicién de la molécula del ligando a
soluciones orgénicas. En primer lugar, la etapa inicial del protocolo de intercambio estéd disefiado para promover el
enriquecimiento de la membrana y el ligando con contraiones mediante la realizacién de un remojo prolongado en una
solucién tampén. En segundo lugar, en lugar de hacer la transicién de la membrana gradualmente a la fase de alcohol
anhidro, la membrana pasé de una fase 100 % acuosa directamente a una fase con un contenido de alcohol del 90 %
para evitar exponer la proteina a mezclas de alcohol con alto contenido de agua que pueden promover la
desnaturalizaciéon. Finalmente, los tiempos de espera del intercambio se limitaron para evitar una exposicién
prolongada a la(s) solucién(es) de alcohol.

Se examinaron varios protocolos con diferentes pasos y soluciones de alcohol variables y se detallaran en la seccién
de ejemplos. Para demostrar la importancia del protocolo de intercambio modificado, también se probd un protocolo
tipico que se usé en CPD de membrana epoxi (Protocolo C - Tabla 3; Fig. 2) en membrana conjugada con proteina A,
como se detallara en el siguiente ejemplo.

Como se describié anteriormente, los discos de 25 mm se intercambiaron en un recipiente separado con la
solucién/volumen apropiado de acuerdo con el protocolo de intercambio especificado. Cuando finalizaron las etapas
de intercambio, los cupones de membrana se apilaron con separadores de malla y todo el soporte se colocd en un
vaso de precipitados de 200 ml con una solucién fresca de alcohol anhidro y finalmente se transfirié a la cAmara del
instrumento.

Secado en punto critico

El proceso de secado en punto critico (CPD) se llevé a cabo utilizando un Leica EM CPD300 equipado con un tanque
de diéxido de carbono liquido que tiene un tubo sifén para descarga de CO; liquido (~55 bar) y una botella separadora
para recoger el etanol extraido de la mezcla de COjfalcohol de salida. En un funcionamiento tipico en modo
automatico, el rollo de membrana se coloc6 en el soporte cilindrico dentro de la camara y se afiadié una solucién de
etanol anhidro hasta que la muestra estuvo cubierta en su mayor parte con etanol, luego se apreté la tapa para sellar
la camara. Alternativamente, la camara podria enfriarse primero hasta la temperatura establecida y luego cargarse el
rollo de membrana como se describié anteriormente.

El programa del instrumento inicié el proceso automaticamente enfriando la camara a la temperatura de llenado
designada (10 o 15 °C), luego alimentando el CO» liquido para llenar la camara. Después de un periodo de retraso
predefinido, que se establecid para permitir la mezcla inicial de alcohol con didéxido de carbono liquido, el proceso de
purga de alcohol comienza inyectando CO» liquido durante multiples ciclos (12-99 ciclos) donde el CO, fresco
reemplaza una porciéon de la mezcla de solucién en la cdmara en cada ciclo y de manera continua, manteniendo la
presién en la cdmara dentro de un cierto rango (manteniendo CO» en estado liquido). Ademés de configurar el nimero
de ciclos de intercambio, también es posible configurar la velocidad a la que CO; se alimenta a través de la camara.

Cuando se completé el proceso de purga, el instrumento cambid a una etapa de calentamiento donde la temperatura
de la cdmara aumentd més alla de la temperatura critica (34-36 °C) y la presién se ajustd por encima de la presién
critica (> 74 bar), por lo que la membrana ahora se sumergié en CO» supercritico liquido. En la etapa final, se llevé a
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cabo el proceso de evaporacién liberando el CO, lentamente y reduciendo la presion manteniendo la temperatura, lo
que permitié la transicion de la fase supercritica a la fase gaseosa en ausencia de fuerzas de tensién superficial
significativas. El proceso finalizé llevando la presion final a 1 bar a la que se retiraria la membrana seca de la cdmara.
El instrumento permite cierto control sobre la etapa de calentamiento/evaporacién ya que la velocidad se puede
configurar en tres niveles diferentes.

Se pueden variar varios parametros para afectar el proceso de secado, entre ellos: 1) la cantidad total de CO» liquido
(o nimero de ciclos de purga) en relaciéon con el volumen de muestra, 2) la temperatura de la cdmara durante el
intercambio de CO., la tasa de intercambio de CO- liquido, 3) la temperatura establecida para la etapa de secado
(normalmente superior a Tc), 4) la tasa de calentamiento a la que aumenta la temperatura de la camara, y 5) la tasa
de disminucién de presiéon de CO, durante la etapa de evaporacidén. Sin implicar limitaciones o restricciones sobre
ninguno de los parametros del proceso CPD, solo se exploraron protocolos seleccionados, Unicamente para demostrar
el concepto de utilizar un proceso CPD para obtener una membrana seca estable en almacenamiento.

Medidas del tamafio de los poros

El tamafio de los poros de la membrana (diametro) se midié usando 3G Porometer, un porémetro de flujo capilar
(Quantochrome Instruments, Boynton Beach, FL), operado por el software 3GWin (V2.2). Se empap6 un pequefio
disco de membrana seca (1.8 cm de diametro) en liquido humectante Porofil (Quantochrome Corp.), tensidn superficial
= 16 dinas/cm) durante 10 minutos, luego se apreté suavemente entre dos discos de papel de filtro previamente
humedecidos (Whatman 5-70 mm) para eliminar el exceso de solucién, y el espesor de la membrana humedecida se
determind usando un micrémetro. El disco de membrana se colocd sobre un disco de soporte de malla de acero
inoxidable dentro del soporte designado, con la membrana hacia arriba. Luego se colocd suavemente la cubierta
metélica sobre el soporte y se cerrd, luego se llevé a cabo la prueba dentro del rango de presion de entre 0 y 200 psi.

Ejemplo 2: Comparacidén del secado en el punto critico de membranas que contienen epoxi con otros métodos de
secado y su efecto sobre el rendimiento durante el almacenamiento

Se secaron varios lotes de membranas epoxi que tenian permeabilidades similares y sus formas derivadas de
bioligando que tenian capacidades de unién a proteinas comparables mediante un proceso de secado de punto critico
de dos pasos. En la primera etapa, las membranas en formato de rollo se sometieron a un proceso de intercambio de
agua/etanol, donde se colocé el rollo de membrana en el disolvente de intercambio con cierto contenido de alcohol
durante un tiempo especificado, luego el reactivo fue decantado y se agregé una cantidad especificada de la solucién
de alcohol fresco de la siguiente etapa, segln se describe en el protocolo de intercambio B (Tabla 2). En la siguiente
etapa, el rollo de membrana himeda con etanol se colocd en la camara del instrumento de secado del punto critico
(Leica CPD300) y se someti6é a un proceso de purga para reemplazar el etanol con COs liquido, seguido de transferir
las condiciones de la cdmara de secado al estado supercritico (34 °C y 79 bar), y finalmente liberar la presién para
evaporar el CO; fluido supercritico.

Para ilustrar el impacto del proceso CPD en la estabilidad en comparacién con otros métodos, se sec6é una membrana
que contenia epoxi en un horno (50 °C - 15 min) y en otro experimento se empapd en una solucién de glicerina al
50 % durante 30 min y luego se secd en el horno (50 °C - 15 min). Los resultados (Fig. 3Ay Fig. 3B) demuestran la
eficacia del método CPD para preservar el rendimiento de la membrana himeda, en comparacién con los métodos de
secado en horno (con o sin estabilizador de glicerina). Hubo una pequefia caida inicial en la capacidad de unién (5-
10 %) de la membrana seca del punto critico, en comparacién con la membrana humeda (Fig. 3B). Sin embargo, las
caracteristicas de la membrana se mantuvieron esencialmente sin cambios durante el siguiente periodo de prueba de
almacenamiento.

Las pruebas de almacenamiento a largo plazo, como se muestra en las Fig. 4A- 4D, demostraron que la permeabilidad
(flujo) de la membrana seca (forma epoxi) en el punto critico no cambié significativamente durante el periodo de prueba
de 90 dias examinado. Ademas, se demostrd que las membranas secas en el punto critico producian una membrana
de proteina A derivada con un rendimiento similar (flujo y capacidad de unidén) durante el mismo periodo de
almacenamiento de 90 dias. Esto es sorprendentemente diferente del comportamiento de la membrana secada en
horno incluso durante un tiempo de almacenamiento corto.

Ejemplo 3: secado del punto critico de membranas que contienen epoxi usando diferentes protocolos de intercambio

Para tener un proceso de secado exitoso con fluido supercritico, se debe eliminar el agua y reemplazarla con etanol.
Se espera que varios factores afecten el proceso de eliminacién de agua: el contenido de agua en la solucién de
intercambio de etanol, el tiempo de intercambio, el nimero de etapas de intercambio, el material del cribado interhoja
y, finalmente, la relacién membrana-solucién.

Se examinaron dos protocolos de intercambio diferentes, con gradiente de contenido de etanol. En el Protocolo A, la
membrana se intercambia con soluciones de etanol para reemplazar el agua en la membrana con alcohol a través de
un protocolo de intercambio de cinco etapas que utiliza soluciones de disminucién gradual del contenido de agua para
eventualmente alcanzar etapas de intercambio con reactivo de etanol anhidro. En el protocolo B, el proceso de
intercambio se lleva a cabo en ocho etapas de intercambio minucioso para reemplazar el agua en la membrana con
etanol. Los dos protocolos Ay B se describen en la Tabla 1 y la Tabla 2, respectivamente.
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Los resultados, como se muestran en las figuras 5A - 5D, revelan que cuando se extrajo el agua de las membranas
(con una proporcién fija de solucién de membrana a etanol (1: 9.5) que se enumera en la Fig. 6, Tabla 4), ambos
protocolos fueron eficientes para eliminar el agua y dieron como resultado membranas secas con propiedades
consistentes durante una prueba de almacenamiento de 90 dias.

Ejemplo 4: secado en el punto critico de membranas que contienen epoxi que se intercambiaron con diferentes
proporciones de membrana a solucién de alcohol

Idealmente, es preferible minimizar la cantidad de alcohol necesaria para una extraccién eficiente de agua, de modo
que se puedan mitigar los costos asociados, el manejo y los problemas de desperdicio, especialmente para
operaciones a gran escala. Para demostrar la flexibilidad del método CPD para secar membranas que contienen epoxi
y al mismo tiempo preservar sus caracteristicas de estado hiumedo, se extrajeron varias membranas en formato de
rollo siguiendo el protocolo B mientras se usaban diferentes proporciones de membrana a solucién (Fig. 6, Tabla 4:
CPD190404, CPD190409-1 y CPD190411-1).

Los resultados (Fig. 4A - 4D) indican que es posible preparar con éxito membranas para el secado en puntos criticos
si se intercambian con soluciones de alcohol en gradiente y en proporciones de membrana a solucién que pueden
oscilar entre 5.6 y a tan solo de 3.3. De hecho, la proporciéon de 9.5 también se incluye en el rango efectivo ya que los
resultados de los primeros experimentos (que exploraron los protocolos Ay B, Fig. 5A - 5D) mostraron que el secado
en el punto critico efectivamente produjo membranas epdxicas estables al almacenamiento en esa proporcién, que
contintan teniendo las mismas caracteristicas de rendimiento, mucho después de haber sido secados.

Ejemplo 5: secado en el punto critico de varias membranas que contienen epoxi de diversas permeabilidades

Para cualquier aplicacidén especifica, y particularmente para la bioseparacién, adaptar la estructura, la porosidad y la
permeabilidad de la membrana es una parte importante del desarrollo de una plataforma cromatogréfica exitosa, y es
importante demostrar la capacidad de la técnica de secado en puntos criticos para preservar el rendimiento del estado
himedo de varias membranas con diferentes caracteristicas. En este ejemplo, se intercambiaron varias membranas
que contienen epoxi de diferente permeabilidad y diferentes capacidades de unién (cuando estan conjugadas)
(protocolo B, Tabla 2) y se secaron en el punto critico, utilizando los pardmetros del proceso enumerados en la Tabla
5 (Fig. 7).

Nuevamente, los resultados (Fig. 8A - 8C) mostraron que el proceso de CPD conservé las propiedades de la membrana
durante tiempos de almacenamiento prolongados (las capacidades de unién se midieron después de una etapa
posterior de conjugacién con Pro A). A pesar de las diferencias en sus caracteristicas de rendimiento, todas las
membranas secas en puntos criticos mantuvieron sus niveles iniciales de permeabilidad y capacidad de unién
(después de la conjugacién) durante el almacenamiento.

Ejemplo 6: Efecto del secado en el punto critico sobre la porosidad de la membrana en comparacién con otros métodos
de secado

Para demostrar el efecto del método CPD sobre el tamafio y la distribuciéon de los poros de la membrana, en
comparacién con el secado en horno, las muestras de membrana se secaron siguiendo varios métodos y se llevaron
a cabo pruebas de porometria para seguir los cambios en el tamafio de los poros.

Las muestras de membrana epoxi se intercambiaron con etanol, usando el protocolo B (Tabla 2), luego las membranas
se secaron usando los siguientes métodos: A) Secado en punto critico; B) La membrana se empapé en agua y luego
se sec6 en un horno a 50 °C durante 10 min; y finalmente C) La membrana se secd directamente con etanol en un
horno a 50 °C durante 10 min.

Para la muestra de intercambio humedecida con etanol que sirve como referencia no seca, el cupdn de membrana se
intercambi6 en 5-10 ml de solucién de Porofil en un vaso de precipitados durante aproximadamente 10-15 minutos
para intercambiar el etanol con el fluido de prueba Porofil antes de la prueba. Para todas las deméas muestras secas
(A, By C), se empapé un pequefio disco de cada membrana (18 mm de didmetro) en solucién de Porofil durante al
menos 10 minutos antes de la prueba (como se describe en la seccién de método).

Los resultados muestran que la membrana de control humedecida con etanol tiene una distribucién de tamafio de poro
relativamente mas estrecha, en comparacién con todas las muestras secas. Sin embargo, los cambios en el tamafio
de los poros y la distribuciéon deltamafio de los poros fueron mucho menos significativos para la muestra de membrana
CPD en comparacidén con las muestras secadas en horno, ya sea de agua o etanol (Fig. 9A - 9D). La diferencia
observada en las caracteristicas del tamafio de los poros de la membrana generalmente se correlaciona con las
caracteristicas de rendimiento de la membrana, es decir, tamafios de poro més pequefios se correlacionan con un
flujo de membrana mas bajo y una mayor capacidad de unién de la forma conjugada de proteina A (Fig. 10A'y 10B).

Ejemplo 7: Area de superficie de una membrana epéxica secada en el punto critico en comparacién con el secado en
horno
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El area de superficie de cualquier membrana cumple una funcién importante a la hora de determinar su grado de
interaccién con las moléculas objetivo en la fase mévil, ya que la mayoria de los procesos de adsorcién, especialmente
en la bioseparacién, tienen lugar en la interfaz. Una mayor superficie accesible en general significa una mayor
capacidad de unién donde las posibilidades de que las biomoléculas interactien con superficies funcionales, ya sea a
través de interacciones iénicas, hidrofébicas o de bioafinidad, aumentan proporcionalmente con el aumento del area
de superficie.

En este ejemplo, se analizé el area de superficie total de varias muestras de membranas que contienen epoxi que se
secaron utilizando el método de secado de punto critico mediante la prueba BET. Ademés, también se examiné una
muestra secada en horno para comparar el 4rea de superficie de ambos tipos de membranas y el efecto del proceso
de secado.

Las areas de superficie (Fig. 11) de varias membranas de CPD fueron sustancialmente mayores que las de la muestra
secada en horno, con areas de superficie de membrana de CPD que oscilaron entre 22 y 25 m?/g, en comparacion
con sbélo 4.3 m?/g para la membrana secada al horno. Esto demuestra que el proceso CPD produce una superficie
total significativamente mayor que el secado en horno, lo que muy probablemente da como resultado una capacidad
de unién a proteinas significativamente mayor (un proceso de superficie limitada). Presumiblemente, el colapso del
gel con un simple secado en horno reduce significativamente la superficie total de la membrana y la capacidad de
unién relacionada.

Secado en punto critico (de CO» liquido) ha demostrado ser un proceso adecuado para secar membranas con el fin
de preservar sus propiedades en estado himedo y mantener las propiedades de la membrana durante largos tiempos
de almacenamiento. Si bien la permeabilidad y la capacidad de unién de la forma conjugada de tales membranas
cambian drasticamente cuando se secan con agua o etanol, incluso a temperaturas relativamente suaves, sus
contrapartes que se secaron usando un secado de punto critico poseian permeabilidades y capacidades de unién
similares a las de su forma hiumeda. Se demostrd a través de varios ejemplos que la técnica de secado de punto critico
puede reducir el efecto de secado sobre el tamafio de los poros del gel de la membrana y dar como resultado
membranas con una alta area superficial, en comparacién con otros métodos.

Ejemplo 8: Secado en el punto critico de la membrana de proteina A en comparacién con el secado normal

En este ejemplo, se utilizé el método CPD tipico para secar una membrana conjugada con proteina Ay los materiales
resultantes se compararon con otros métodos de secado para membranas de proteina A (secado en horno a 40 °C
durante 20 min).

La membrana de proteina A se prepar6 conjugando el ligando de proteina A con membrana(s) que contienen epoxi
(en formato de disco), siguiendo el método de conjugacion descrito en el Ejemplo 1, seccién Material de la membrana.
Los cupones de membrana se probaron antes del secado para determinar su capacidad de unidén y su flujo para
establecer una linea base sin secar.

En la segunda etapa, los discos de membrana se intercambiaron utilizando el protocolo C, un sistema de intercambio
de gradiente tipico que utiliza soluciones de alcohol, como se describe en la Tabla 3 (Fig. 2). En la tercera etapa, los
discos de membrana se cargaron en el soporte utilizando discos de cribado del mismo diametro que los separadores,
para promover una mejor eficiencia de mezcla e intercambio, luego el soporte con los discos de membrana/pila de
cribas se cargd en el instrumento CPD y se procedié al proceso de CPD como se describe en la seccidn experimental
(Fig. 12; Tabla 6).

Para demostrar el contraste entre un enfoque de CPD y el método de secado tipico en la membrana de Proteina Ay
el efecto de ambos procesos sobre la estabilidad de la membrana, se secaron muestras adicionales de la membrana
de Proteina A en el horno a 40 °C durante 20 minutos. Se examinaron ambos materiales (secados en punto critico y
secados en horno) y se determinaron y compararon su capacidad de unién (dBC) y permeabilidad (flujo).

Los resultados (Fig. 13A y 13B) muestran claramente c6mo el método CPD conservé la permeabilidad de la membrana
ya que el flujo de la membrana mostrd solo cambios menores, mientras que el flujo de la muestra secada en horno
tiene un aumento notable durante 1 dia después del secado. Por otro lado, los resultados también muestran la pérdida
de capacidad de unidén de la membrana de bioafinidad, lo que sugiere que si bien el protocolo de intercambio tipico
con solo gradiente de alcohol no afect6 la estructura de la plataforma de la membrana, si afectd negativamente al
ligando y provocé una pérdida de bioactividad ya que el dBC de la membrana disminuyé significativamente.

Ejemplo 9: secado del punto critico de la membrana de proteina A usando protocolos de intercambio de tampén/alcohol

En este ejemplo, la membrana de bioafinidad se secé usando un protocolo de intercambio modificado que incluia una
larga etapa de remojo con una solucidén tampén con el objetivo de proporcionar contraiones a la proteina para aumentar
la estabilidad de la proteina cuando se expone a las fases orgénicas (tanto la solucién de alcohol como el CO» liquido),
y la alta presién durante el proceso CPD. Se desarrollaron dos protocolos, a saber, Awb3 y Awb7, donde la primera
etapa de ambos protocolos es un remojo relativamente largo de la membrana en una solucién tampén con alto
contenido de sal (5X y 10X de PBS, respectivamente), como se describe en la Tabla 3 (Fig. 2).
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Ademas de la etapa de remojo en tampén, los protocolos desarrollados evitan exponer el ligando a soluciones
organicas que tienen una cantidad relativamente grande de agua, ya que las mezclas intermedias de agua/soluciones
organicas pueden aumentar el riesgo de desnaturalizacidén del ligando y la consiguiente pérdida de bioactividad. Por
lo tanto, la etapa de tampén en ambos protocolos fue seguido por fuertes aumentos en el contenido de fluido organico
del 0% al 90 % en las dos etapas siguientes. En general, las proteinas pueden ser més estables en soluciones
organicas con bajo contenido de agua. El CPD procede como se describid anteriormente (Fig. 12; Tabla 6).

Los resultados (Fig. 14A 'y 14B) demostraron que ambos protocolos de intercambio fueron capaces de producir una
membrana de CPD con propiedades comparables a las de la membrana himeda, especialmente capacidad de unién.
Este es un contraste obvio con el Protocolo C donde el dBC de la membrana seca ha disminuido significativamente.

Ademas, se examiné la estabilidad de la membrana de proteina A de CPD intercambiada con el protocolo AwWB7
probando el rendimiento de la membrana después del almacenamiento en seco durante periodos seleccionados.
Como se demuestra en la Fig. 15, la membrana seca tuvo un rendimiento generalmente estable durante el periodo de
prueba.

Ejemplo 9A: secado del punto critico de la membrana de proteina A usando el protocolo de intercambio de
tampdn/alcohol (AwB3)

El rollo de membrana intercalada se fabric6 como se describe en la seccidén anterior, luego se intercambié de una
solucién acuosa a una solucién de etanol esencialmente pura utilizando el protocolo desarrollado AWB3 (Tabla 7) que
incluye una etapa de intercambio de tampén al comienzo del proceso de intercambio. El rollo de membrana
simplemente se colocd en la cantidad designada de solucién en un vaso de precipitados de 200 ml y luego se
intercambié durante el tiempo designado con agitacién cada 2-3 minutos. Al final de cada etapa, se decanté la solucién
y se afiadié una nueva cantidad de solucién, siguiendo la composicién descrita en la tabla. Al final del proceso de
intercambio, el rollo de membrana se transfirié a la cdmara preenfriada del instrumento CPD y el proceso prosiguid
siguiendo el programa designado en modo automatico, con pardmetros clave predefinidos, como se muestra en la
(Tabla 8).

Tabla 7. Protocolo de intercambio de alcohol AWB3

. Tiempo
Cosolvente Membrana Relacion de
Etapa | Disolvente | Disolvente % . % cosolvente solucién/membrana .
o tampén Vol. (ml) (mi/mi) remojo
(min)
1 0 PBS 5X 100 30.2 46 20
2 90 HO 10 30.2 46 10
Alcohol 90 H0 10 30.2 46 10
anhidro
4 100 - 0 30.2 46 10
5 100 - 0 30.2 46 10

Tabla 8. Pardmetros clave de ejecucién del CPD y volumen de extracciéon de alcohol de la membrana relacionado

Programa Agitador Entrada CO2 Intercambio Salida CO2 Temperatura | Temperatura
CPD CO2 de de
Enfriamiento | calentamiento
o o S o o°
S ° % T o % = S 3 9 %
03 = S | g © ©
s |2 |83 |82 [0S |8
> > s = > >
Rap ; - o o
10 100 % ido 17 5 3 15 | Medio | Réapido 10 °C 34°C

Los resultados, como se muestran en las Fig. 19Ay 19B, demuestran el éxito del proceso de secado en la preservacion
de la capacidad de unién de la membrana y la permeabilidad. También muestran claramente la estabilidad de la
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membrana seca durante 90 dias de almacenamiento, ya que la capacidad de unién y la permeabilidad de la membrana
estaban dentro de la variabilidad habitual de la membrana y estaban cercanas al estado inicial de la membrana.

Ejemplo 9B - Secado del punto critico de la membrana de Proteina A usando un protocolo de intercambio de
tampdn/alcohol modificado (AwB3-SV)

En este ejemplo, el rollo intercalado con membrana se intercambié usando un protocolo modificado (versién corta),
como se describe en la Tabla 9 (AwB3-SV), donde la membrana se intercambié primero con tampén (5X PBS) y luego
pasé por un proceso de intercambio de alcohol limitado que se compone de 2 etapas, en lugar de las 4 etapas
habituales en el protocolo AwB3 original.

Tabla 9. Protocolo de intercambio de alcohol limitado AwB3-SV

) © c b= © £ )
-+ +— [0 c ) c = \C S © — o
S g 8o 2038 82 SE 368 E 33T
© ey =) = 2 0 E =) 8 o 2 — o 0o Qo = & &
] 2 Xo S+ © X2 £E5 oS EE EgE
0 w o [ © o= @ o o= O =
a o O 8 = @ [
1 0 PBS 5X 100 25.2 56 20
Alcohol
2 a0 H.O 10 25.2 56 10
anhidro
3 100 - 0 25.2 56 10

Los resultados, como se muestran en las figuras 20A y 20B, mostraron que a pesar de utilizar un protocolo de
intercambio limitado, adn era posible producir una membrana secada con CP que fuera estable durante el
almacenamiento en seco. Las membranas experimentaron cambios marginales en capacidad y flujo dentro de las
primeras dos semanas y luego se estabilizaron durante el resto del periodo de prueba.

Ejemplo 9C - Secado del punto critico de la membrana de Proteina A después del almacenamiento en solucién
biostatica (alcohol al 20 % en agua)

Para ilustrar la flexibilidad de este enfoque de secado, se utilizé un protocolo que incluia un primer periodo de
almacenamiento en solucidn(es) bioestatica(s) antes de proceder a los procesos de intercambio de alcohol y secado
de CP. En este caso, el protocolo se dividié en dos subprotocolos: 1) la etapa en el que la membrana se prepara y se
transfiere a una solucién de almacenamiento biostatica, y 2) la etapa de intercambio de alcohol donde se aplica un
protocolo mas corto y simplificado para intercambiar la solucién de almacenamiento por alcohol esencialmente puro
en preparacion para el proceso de secado CP. Un protocolo, como se describe en (TP1-AWOBH1, Tabla 10), muestra
la etapa del proceso donde la membrana se transfiere e intercambia directamente en una solucién de alcohol al 20 %,
luego se retira y se almacena en una bolsa de PP sellada durante 1 (o 7) dias. En el protocolo alternativo (TP2-AWOBH1,
Tabla 11), el rollo de membrana se intercambia primero con una soluciéon tampén (5X PBS) para permitir una
incorporacién suficiente de grupos iénicos, después de lo cual la membrana se intercambia en alcohol al 20 % (en
agua) y luego se almacena durante un corto periodo de tiempo (1 dia para la primera serie o 7 dias para la segunda
serie). Al final de cada periodo de almacenamiento del experimento, la membrana se somete a un protocolo de
intercambio para reemplazar las soluciones de almacenamiento principalmente acuosas con alcohol en preparacion
para el proceso de secado CP.

Tabla 10. Protocolo de intercambio con periodo de almacenamiento bioestético TP1-AWOB1

Protocolo de preparacién para la transicién: TP-1

Volumen Relacion Tiempo
. % de Codisolvente % de de o de
Etapa | Disolvente . - . solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente | membrana remojo
(ml/ml) .
(ml) (min)
L alcohol 20 Hz0 140 20.2 6.9 10
anhidro

Periodo de almacenamiento: 1 o 7 dias

Protocolo de intercambio de alcohol-AWOB-1

17



10

15

20

ES 2977748 T3

Volumen Relacion Tiempo
. % de Codisolvente % de de o de
Etapa | Disolvente . - . solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente | membrana remojo
(ml/ml) .
(ml) (min)
1 90 HO 10 20.2 6.9 10
3 alcohol 100 - 0 20.2 6.9 10
anhidro
4 100 - 0 20.2 6.9 10

Tabla 11. Protocolo de intercambio con intercambio de tampén y periodo de almacenamiento biostatico TP2-AWOB1

Protocolo de preparacion de transferencia: TP-2
Volumen Relacion Tiempo
. % de Codisolvente % de de > de
Etapa | Disolvente . - . solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente | membrana remojo
(ml/ml) .
(ml) (min)
1 Alcohol 0 PBS 5X 100 252 5.6 20
2| @nhidro 20 20 80 252 56 10
Periodo de almacenamiento: 1 o 7 dias
Protocolo de intercambio de alcohol-AWOB-1
Volumen Relacién Tiempo
. % de Codisolvente % de de o de
Etapa | Disolvente . - . solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente | membrana remojo
(ml/ml) .
(ml) (min)
1 90 HO 10 252 5.6 10
3 | Alcohol 100 - 0 25.2 56 10
anhidro
4 100 - 0 252 5.6 10

Los resultados del primer conjunto (Fig. 21Ay 21B), donde las membranas se almacenaron durante 1 dia usando dos
protocolos de intercambio de alcohol, muestran que el proceso de secado de CP produjo membranas que se parecen
mucho a la forma himeda original y que eran esencialmente estables con almacenamiento en seco durante el periodo
de prueba.

Es de destacar que, aunque la presencia de la etapa de intercambio de tampdn tiende a producir una membrana con
un aumento marginal de la permeabilidad, la ausencia de la etapa de intercambio de tampdn en el primer protocolo no
afecté negativamente el resultado del proceso de secado. Esto puede deberse al corto tiempo de almacenamiento
utilizado aqui (1 dia) y a que el porcentaje de alcohol en la solucién de intercambio era muy bajo (<20 %) o muy alto
(90 y 100 %). Estas concentraciones se eligieron deliberadamente para evitar cambios estructurales en los ligandos,
ya que las proteinas tienden a ser méas estables en soluciones predominantemente acuosas o en disolventes organicos
puros.

Por otro lado, los resultados del segundo conjunto (Fig. 22A y 22B), donde las membranas se almacenaron en una
solucién de alcohol al 20 % durante 7 dias, muestran cémo la inclusién de la etapa de intercambio de tampdn previo
al almacenamiento en alcohol al 20 % (El protocolo TP2-AWOB 1) dio como resultado una mayor capacidad de unién
a la membrana seca, pero no hubo un efecto claro sobre la permeabilidad de la membrana (medida por el flujo).

Ejemplo 9D - Secado del punto critico de la membrana de Proteina A usando protocolos de intercambio con
almacenamiento en alcohol al 16 % en tampén fosfato 20 mM (pH 7.5)

En este ejemplo, se usé otra solucién de almacenamiento biostatico (alcohol al 16 % en tampén fosfato 20 mM, pH
7.5) para almacenar las membranas durante 7 dias antes del intercambio de alcohol y el secado de CP, como se
muestra en la Tabla 12 que describe el protocolo TP3-AWOB1, y en Tabla 13 que describe el protocolo alternativo TP4-
AWORB 1, que incluye una etapa de intercambio de buffer (5X PBS).
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Tabla 12. Protocolo de intercambio con periodo de almacenamiento biostatico en alcohol al 16 % en fosfato 20 mM
(TP3-AWOB1)

Protocolo de preparacion de transferencia: TP-3

Volumen de Relacién Tiempo
. % de Codisolvente % de Ll de
Etapa | Disolvente . , . membrana solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente remojo
(ml) (ml/ml) :
(min)
Alcohol Fosfato 20
1 anhidro 16 mM. pH 7.5 140 20.2 6.9 10
Periodo de almacenamiento: 7 dias
Protocolo de intercambio de alcohol-AWOB-1
Volumen de Relacién Tiempo
. % de Codisolvente % de > de
Etapa | Disolvente . , . membrana solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente remojo
(ml) (ml/ml) .
(min)
1 90 HO 10 252 5.6 10
3 Alcohol 100 - 0 25.2 56 10
anhidro
4 100 - 0 252 5.6 10

Tabla 13. Protocolo de intercambio con intercambio de tampdn y periodo de almacenamiento biostatico en alcohol al
16 % en fosfato 20 mM (TP4-AWOB1)

Protocolo de preparacion de transferencia: TP-4

Volumen Relacion Tiempo
. % de Codisolvente % de de > de
Etapa | Disolvente . - . solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente | membrana remojo
(ml/ml) .
(ml) (min)
1 0 PBS 5X 100 252 5.6 20
Alcohol
anhidro Fosfato 20
2 16 mM. pH 7.5 84 252 5.6 10
Periodo de almacenamiento: 7 dias
Protocolo de intercambio de alcohol-AWOB-1
Volumen Relacién Tiempo
. % de Codisolvente % de de o de
Etapa | Disolvente . - . solucién/membrana .
disolvente o tampén codisolvente | membrana remojo
(ml/ml) .
(ml) (min)
1 90 HO 10 252 5.6 10
3 | Alcohol 100 - 0 25.2 56 10
anhidro
4 100 - 0 252 5.6 10

Los resultados, como se muestran en las figuras 23Ay 23B, demostraron huevamente la capacidad del proceso CPD
para producir membranas secas que se asemejan a la forma hiumeda. Si bien el impacto del proceso de secado fue
minimo, para ambos protocolos de intercambio, la presencia de la etapa de intercambio de tampdn en el segundo
protocolo tuvo un resultado ligeramente mejor para la capacidad de unién.

Ejemplo 10: secado del punto critico de la membrana de proteina A usando un protocolo de intercambio de salfalcohol
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En este ejemplo, se demostré el uso de sal en lugar de tampdn como fuente de iones, particularmente cationes
multivalentes como el catién de calcio divalente, para modificar el sistema de intercambio de disolvente antes del
proceso de CPD. Se sabe que los cationes de calcio divalentes impactan la estructura de las proteinas a través de
enlaces de coordinacién que sirven para estabilizar la estructura de las biomoléculas en solucién. Ademas, la sal de
calcio tiene buena solubilidad en solucién de alcoholes anhidros, una ventaja que no tiene el tampén PBS. Esto
permitiria un suministro continuo de cationes de calcio a la membrana durante las Ultimas etapas del protocolo de
intercambio para garantizar que los cationes permanezcan en contacto con la membrana antes de pasar al proceso
de CPD.

De manera similar al ejemplo anterior, los discos de membrana de proteina A se fabricaron funcionalizando membranas
que contenian epoxi y luego se intercambiaron de manera similar pero siguiendo el protocolo AWB9 (Tabla 3; Fig. 2)
que tiene una solucién de cloruro de calcio (2 M) en agua en lugar de soluciones tampén de PBS y luego se secé en
el punto critico como se describi6é anteriormente utilizando los parametros clave enumerados en la Tabla 6 (Fig. 12;
Programa 8).

Los resultados (Fig. 16Ay 16B) demostraron el efecto positivo de incorporar catién calcio en el protocolo de intercambio
(AwB9) en comparacién con el Protocolo C, particularmente en la capacidad de unién que permanece esencialmente
sin cambios, y solo una caida inicial menor en el flujo de membrana. Las pruebas de almacenamiento en seco a largo
plazo mostraron que el flujo de la membrana y la capacidad de unién fueron consistentes durante el periodo de prueba
seleccionado (Fig. 17).

Al comparar los resultados del uso de un protocolo de intercambio con sal incorporada y un protocolo con tampén
incorporado versus un protocolo de gradiente simple sin aditivos (Fig. 18), quedé claro que agregar sal y/o pasos de
remojo en tampén mitigd el impacto del proceso de intercambio en capacidad de unidén a la membrana y permeabilidad.
Esto sugiere que la técnica CPD descrita aqui puede emplearse para tratar y secar eficazmente estructuras porosas
delicadas y ligandos inmovilizados. El secado en puntos criticos, utilizando protocolos de intercambio modificados, ha
demostrado ser un método exitoso para secar membranas de bioafinidad donde un bioligando se conjuga
covalentemente con la superficie de la membrana. Los materiales secados en puntos criticos tienen un rendimiento
cromatografico similar a su forma presecada y su rendimiento y caracteristicas fueron consistentes cuando se
almacenaron secos durante periodos prolongados.

Fueron necesarias modificaciones de los protocolos de intercambio tipicos para el proceso de CPD descrito: La
incorporaciéon de pasos de intercambio de sal y tampén en el protocolo permite que los medios toleren los efectos
negativos resultantes de la exposicion a los fluidos y condiciones del proceso de intercambio y secado.

Esta invencién proporciona la oportunidad de utilizar el enfoque de CPD para manipular y secar una amplia gama de
materiales que contienen un ligando sensible y una matriz 0 membrana robusta, o un bioligando robusto sobre una
matriz o membrana labil, o un bioligando sensible inmovilizado sobre una matriz o membrana |abil. En todos los casos,
el proceso de CPD y los protocolos de intercambio relacionados deben modificarse para adaptarse a la sensibilidad
del bioligando o de la plataforma en la que esta inmovilizado el ligando.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de secado en punto critico de un material de composite, que comprende las etapas de:
a. proporcionar un material de composite que comprende:

i. un miembro de soporte, que comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte;
y

ii. un gel macroporoso reticulado, en el que el gel macroporoso reticulado comprende un polimero formado a partir de
una reaccidén de uno o mas monémeros polimerizables con uno o mas reticulantes; el gel macroporoso reticulado esta
situado en los poros del miembro de soporte; y dichos macroporos del gel macroporoso reticulado son mas pequefios
que los poros del miembro de soporte;

en el que el material de composite se humedece con una solucién acuosa;

b. intercambiar la solucién acuosa con un disolvente organico polar, de manera que el material de composite se
humedezca con el disolvente organico polar,

¢. poner en contacto el material de composite con un fluido supercritico a una temperatura y una presion superiores al
punto critico del fluido supercritico, en la que las fases gaseosa y liquida son indistinguibles; y el disolvente orgénico
polar es miscible con el fluido supercritico; y

d. reducir la presién;

de este modo se seca el punto critico del material de composite.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que

el gel macroporoso reticulado comprende una pluralidad de ligandos que son moléculas biolégicas o iones biol6gicos.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el fluido supercritico se selecciona del grupo que
consiste en diéxido de carbono, agua, metano, etano, propano, etileno, propileno, metanol, etanol, acetona, y 6xido
nitroso.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el fluido supercritico se selecciona del grupo que
consiste en diéxido de carbono, metano, etano, propano, etileno, propileno, metanol, etanol, acetona, y éxido nitroso.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el fluido supercritico es diéxido de carbono.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que se ajustan uno o mas parametros seleccionados
del grupo que consiste en la cantidad total de fluido supercritico en relacién al volumen de la muestra, el nimero de
ciclos de purga, la temperatura durante el contacto con el fluido supercritico, la tasa de intercambio con el fluido
supercritico, la temperatura durante la etapa de evaporacién, la tasa de calentamiento, y la tasa de reduccién de la
presion.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el disolvente organico polar se selecciona del
grupo que consiste en acetona, acetonitrilo, amoniaco, t-butanol, n-propanol, etanol, metanol, y acido acético.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en el que las moléculas biol6gicas o los iones biolégicos
se seleccionan del grupo que consiste en albUminas, lisozima, virus, células, y-globulinas de origen humano y animal,
inmunoglobulinas de origen tanto humano como animal, proteinas de origen recombinante o natural, incluidos
polipéptidos de origen sintético o natural, interleucina-2 y su receptor, enzimas, anticuerpos monoclonales, antigenos,
lectinas, proteinas de unién a inmunoglobulinas bacterianas, tripsina y su inhibidor, citocromo C, mioglobulina,
interleucina humana recombinante, proteina de fusién recombinante, Proteina A, Proteina G, Proteina L, Péptido H,
productos derivados de 4cidos nucleicos, ADN de origen sintético o natural, y ARN de origen sintético o natural,

opcionalmente en el que las moléculas bioldgicas o los iones biolégicos son Proteina A.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el miembro de soporte comprende un material
polimérico seleccionado del grupo que consiste en polisulfonas, polietersulfonas, polifenilenéxidos, policarbonatos,
poliésteres, celulosa y derivados de celulosa.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el material de composite es una membrana.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el material de composite estd en contacto con
una o mas capas intercaladas.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que una o més capas intercaladas se seleccionan del grupo que consiste
en malla, polipropileno, polietileno y papel.
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13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que el gel reticulado es un hidrogel neutro, un
hidrogel cargado, un gel de polielectrolito, un gel hidréfobo, un gel neutro, o un gel que comprende grupos funcionales.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que el gel macroporoso reticulado comprende
macroporos que tienen un tamafio promedio de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 3000 nm.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que los poros del miembro de soporte tienen un
diametro de poro promedio de aproximadamente 0.1 um a aproximadamente 50 um.
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