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DESCRIPCION
Medios de cromatografia que comprenden conjuntos porosos discretos de nanofibrillas
Campo

Las modalidades descritas en la presente descripcion se refieren a fibras porosas de gran area superficial que
comprenden conjuntos porosos discretos de nanofibrillas altamente entrelazadas que son adecuadas para el servicio
como fase estacionaria cromatografica para la purificacion de unién/elucion de proteinas en un modo de cromatografia
de intercambio catidnico, por ejemplo.

Antecedentes

La purificacidon a escala comercial de diversas biomoléculas terapéuticas, tales como los anticuerpos monoclonales,
se realiza actualmente mediante el uso de resinas de cromatografia a base de perlas. Los anticuerpos monoclonales
contintan ganando importancia como agentes terapéuticos y de diagndstico. El proceso de cribado de bibliotecas de
hibridomas en busca de mAb candidatos requiere mucho tiempo y trabajo. Una vez que se establece una linea celular
de hibridoma que expresa un mAb adecuado, debe desarrollarse una metodologia de purificacion para producir
suficiente mAb para una caracterizacion adicional. Un método tradicional de purificacion implica el uso de
cromatografia de afinidad de proteina A o proteina G, asi como también cromatografia de intercambio i6nico. El
anticuerpo purificado se desala y se intercambia en un tampdn biolégico mediante el uso de dialisis. Tipicamente, todo
el proceso requiere varios dias para completarse y puede ser particularmente oneroso si se van a evaluar multiples
mADb en paralelo.

Las resinas de cromatografia se preparan actualmente con diversas estructuras de ligandos que permiten que las
perlas funcionen en modos de afinidad, intercambio catidnico o intercambio aniénico. Estas resinas demuestran una
gran porosidad y grandes areas superficiales que proporcionan materiales con capacidades de adsorcion suficientes
para el procesamiento por lote de biomoléculas a escalas de produccion (por ejemplo, 10 000 litros). Las resinas de
cromatografia presentan tipicamente una estructura esférica que permite un empaque de la columna eficiente con
irregularidades de flujo minimas. Los espacios intersticiales entre las perlas proporcionan canales de flujo para el
transporte convectivo a través de la columna de cromatografia. Esto permite que las columnas de cromatografia se
ejecuten con grandes profundidades de lecho a una alta velocidad lineal con una caida de presion minima. La
combinacién de estos factores permite que las resinas de cromatografia presenten la eficiencia requerida, alta
permeabilidad y la capacidad de unién suficiente que se requieren para la purificacion a gran escala de biomoléculas.

En la cromatografia basada en perlas, la mayor parte del area superficial disponible para la adsorcion es interna a la
perla. En consecuencia, el proceso de separacion es intrinsecamente lento, ya que la velocidad de transporte de masa
se controla tipicamente mediante la difusion de los poros. Para minimizar esta resistencia a la difusién y maximizar
concomitantemente la capacidad de unién dinamica, pueden emplearse perlas de diametro pequefio. Sin embargo, el
uso de perlas de diametro pequeiio tiene el costo de una mayor caida de presién de la columna. En consecuencia, la
optimizaciéon de las separaciones cromatograficas preparativas a menudo implica un compromiso entre la
eficiencia/capacidad dinamica (se prefieren las perlas pequeias) y la caida de presion de la columna (se prefieren las
perlas grandes).

Los medios de cromatografia tipicamente tienen un costo muy alto (> $ 1000/L) y se requieren cantidades significativas
para las columnas de produccién a gran escala. Como resultado, los fabricantes biofarmacéuticos reciclan las resinas
de cromatografia cientos de veces. Cada uno de estos ciclos de regeneracion consume cantidades sustanciales de
medio tampon, y cada etapa incurre en costos adicionales asociados con la validacion de cada operacion de limpieza,
esterilizacion y empaque de la columna.

Varias tecnologias se describen en la bibliografia de patentes y se comercializan comercialmente para separaciones
biofarmacéuticas basadas en medios fibrosos funcionalizados y/o compuestos. La mayoria se basa en la incorporacion
de un gel poroso en la matriz de la fibra, proporcionando el gel el area superficial necesaria para obtener capacidades
de unién razonables. Sin embargo, en tales construcciones, la uniformidad deficiente en la ubicacién y la masa del gel
generalmente conduce a pobres eficiencias (frentes de eluciéon y avance superficial). Ademas, la resistencia al flujo
puede ser alta incluso para lechos de poca profundidad, un problema que a menudo se ve agravado por la compresion
del gel bajo cargas de presién moderadas. Otro enfoque adoptado ha sido la incorporacion de particulas dentro de la
matriz de la fibra, las particulas a menudo porosas y que poseen una funcionalidad adsorbente nativa, por ejemplo,
carbdn activado y gel de silice. Un portador de adsorcién adecuado para columnas de procesamiento de sangre se
describe en Estados Unidos 2010/176051)

Recientemente, EMD Millipore ha desarrollado un medio de cromatografia basado en fibras para aplicaciones de
purificacion de biomoléculas que utiliza una fibra alada funcionalizada en la superficie como medio adsorbente. Las
proyecciones aladas en la superficie de la fibra proporcionan un area superficial mucho mayor que las fibras redondas
ordinarias de dimensiones similares. El medio de fibra funcionalizado en su superficie resultante también tiene una
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capacidad de union a proteinas mucho mayor que las fibras funcionalizadas de manera similar que carecen de tales
proyecciones aladas. Las fibras se describen en el documento WO 2014/120387 A1.

Actualmente se estan desarrollando otras tecnologias emergentes para aplicaciones de purificacion de proteinas, entre
las que se incluyen adsorbedores de membrana, monolitos y métodos de purificacion de adsorbedores de flujo
continuo mediante el uso de sistemas de resinas comerciales. Mientras los adsorbedores de membrana y monolitos
pueden proporcionar capacidades de union aceptables para estas aplicaciones, estas tecnologias tipicamente tienen
sus propias limitaciones de escala y el costo extremadamente alto de tales medios de purificacion puede limitar aun
mas su adopcién en una industria sensible al precio con una plantilla de proceso de purificacion existente.

Resumen

Para abordar muchas de las limitaciones de las tecnologias de purificacion actualmente conocidas en la técnica, la
presente invencion proporciona un medio de cromatografia como se define en la reivindicaciéon 1. Las modalidades
descritas en la presente descripcion se refieren a medios de cromatografia que comprenden una fibra termoplastica
de gran area superficial y bajo costo y una funcionalidad de ligando de intercambio iénico en la superficie de esa fibra.
En determinadas modalidades, el ligando de intercambio i6nico es capaz de unirse selectivamente a proteinas de una
corriente de alimentacion bioldgica. La proteina unida puede liberarse subsecuentemente del medio cromatografico
tras un cambio en las condiciones de la solucién, por ejemplo, mediante el uso de un tampdn de elucién con una fuerza
i6nica superior. En ciertas modalidades, los grupos funcionales colgantes de la superficie se afiaden al medio que
proporciona la funcionalidad de intercambio catiénico o de intercambio anidnico a las fibras de gran area superficial.
Esta funcionalidad colgante es util para la purificacién cromatografica de intercambio i6nico de biomoléculas, tales
como proteinas de fusién recombinantes, proteinas que contienen Fc, ADC (conjugados de anticuerpos y farmacos,
vacunas, proteinas plasmaticas (IgM, factores de coagulacion sanguinea, etc.) y anticuerpos monoclonales (mAb).

La estructura de los medios de cromatografia se describe en la reivindicacion 1. Los medios de cromatografia
comprenden fibras que muestran una estructura enrevesada compuesta por conjuntos discretos de nanofibrillas muy
entrelazadas. Dichas nanofibrillas dentro de dichos conjuntos porosos discretos tienen diametros menores de 1 micra.
Las nanofibrillas les han impartido una funcionalidad que permite una cromatografia seleccionada del grupo que
consiste en cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de interacciones hidréfobas y cromatografia infinita.

Estas fibras presentan un area superficial en el intervalo de 1 a 12 metros cuadrados por gramo. Las fibras pueden
prepararse mediante un método como se define en la reivindicacién 1, que incluye la extrusién por fusion de una
mezcla de dos polimeros inmiscibles que incluyen nailon, tales como poliamida 6, poliamida 6,6, poliamida 4,6,
poliamida, poliamida 12, poliamida 6,12, y copolimeros o mezclas de diversas poliamidas y poli(acido lactico), PLA.
Después de la extrusién de la masa fundida, se estiran las fibras. EI componente porégeno de polimero PLA se extrae
subsecuentemente mediante tratamiento con solucion de hidréxido de sodio, dejando cavidades o canales alargados
a lo largo de la microfibra de nailon. El medio de fibra resultante tiene la apariencia de un conjunto de nanofibras de
nailon altamente enredadas que estan alineadas de manera suelta en un arreglo colineal. Estos conjuntos poseen las
propiedades de flujo de las microfibras ordinarias y también demuestran una alta permeabilidad en un formato de lecho
empacado. Por el contrario, las nanofibras individuales que no estan agrupadas demuestran una permeabilidad muy
baja en un formato de lecho empacado. Este arreglo Unico de nanofibras proporciona un sustrato de alta permeabilidad
y gran area superficial que permite una alta capacidad de union a proteinas después de la modificacion de la superficie
con el ligando de intercambio i6nico apropiado. Las fibras modificadas con una funcionalidad de intercambio i6nico
colgante son utiles para la purificacion cromatografica de proteinas, tales como los anticuerpos monoclonales.

En determinadas modalidades, una fibra mejorada en su area superficial (SAE) se modifica con ligandos sulfopropilo
(SP) de superficie funcional y se usa en una aplicacién de cromatografia de intercambio catiénico de unidn/elucion
para la purificacion de 1gG. El medio de fibora SAE puede modificarse en la superficie para instalar ligandos de
intercambio idnico colgantes, tales como los grupos sulfopropilo (SP). Los medios funcionalizados pueden
empagquetarse en un dispositivo adecuado, tal como una columna de cromatografia, y comprimirse a una densidad de
empaquetamiento objetivo. Subsecuentemente, puede pasarse una solucion de proteina a purificar a través de este
empaquetamiento de fibra, con lo cual la proteina de interés puede unirse a ligandos en la superficie de las fibras SAE
a través de un proceso de intercambio idnico. Por ejemplo, a pH 5, los grupos sulfopropilo estan fuertemente cargados
negativamente y se uniran a proteinas, tales como IgG, cuyo pl es mayor que aproximadamente 7. Después de la
unién de la proteina diana (por ejemplo, 1gG), la columna se lava tipicamente con un tampdn adecuado, tal como
tampon acetato 50 mM (pH 5) para eliminar las impurezas no unidas. Posteriormente, se aumenta la fuerza iénica del
tampodn, por ejemplo, con una solucién de cloruro de sodio 0,5 M/acetato 50 mM (pH 5) para eluir la IgG unida de la
columna de fibra SAE. A continuacion, la columna de fibras puede regenerarse mediante lavado, por ejemplo con 5-
10 volimenes de columna de hidréxido de sodio 0,5 M y 5-10 volumenes de columna de tampon acetato 50 mM (pH
5). El medio de fibra SAE ahora esta listo para otro ciclo de unién/elucién CEX. En consecuencia, las modalidades
descritas en la presente descripcion se refieren a métodos para el aislamiento, purificacion o separacion de
biomoléculas con medios que comprenden una fibra porosa funcionalizada de gran area superficial.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1(a) (comparativa) es una imagen SEM de un monofilamento de nailon no poroso ordinario, fibra de 20
micras de diametro, con un aumento de 4000x ;

La Figura 1(b) (comparativa) es una imagen SEM de una fibra de nailon de 15 alas después de la eliminacion
completa de los materiales de la envoltura, fibra de 15 micras de diametro, con un aumento de 5000x ;

La Figura 1(c) (comparativa) es una imagen SEM de un monofilamento extruido con la composicidon de mezcla
PAG/Albafil® CaCOs 75/25 después de la eliminacion completa de los porégenos incrustados y los materiales de
la envoltura, relacion de estiramiento 2:1, con un aumento de 4000x ;

La Figura 1(d) (comparativa)es una imagen de seccion transversal crio-SEM después de la eliminacion completa
de los porogenos incrustados y los materiales de la envoltura, de una fibra de 15 alas con una composicién de
mezcla de nucleo nailon/PLA 70/30, con un aumento de 10 000x ;

La Figura 1(e) es una imagen de seccion transversal crio-SEM después de la eliminaciéon completa de los
pordgenos incrustados y los materiales de la envoltura, de un nucleo/envoltura de fibra de area superficial mejorada
(SAE) con una composicion de mezcla de nucleo de nailon/PLA 60/40, con un aumento 5000x

La Figura 1(f) (comparativa) es una imagen de seccion transversal crio-SEM después de la eliminacion completa
de los pordgenos incrustados y los materiales de la envoltura, de una fibra "islas conectadas en el mar" (CIST) con
una composicion de "islas" PA6 nylon 100/0, composicién de "mar" nailon PA6/PLA 55/45, relacion i/S, 1/1, con un
aumento de 5000x

La Figura 2(a) (comparativa) es una imagen SEM de monofilamentos extruidos de nailon PAB, relacién de
estiramiento 2:1, aumento de 1000x

La Figura 2(b) (comparativa) es una imagen SEM de monofilamentos extruidos de nailon PAG, relacion de
estiramiento 2:1, aumento de 4000x

La Figura 2(c) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de pordégenos minerales de
monofilamentos extruidos con una composicion de mezcla de PA6/Multifex-MM ™ CaCOs 75/25, relaciéon de
estiramiento de 1,3:1, aumento de 1000x ;

La Figura 2(d) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de porégenos minerales de
monofilamentos extruidos con una composicion de mezcla de PA6/Multifex-MM ™ CaCOzs 75/25, relacion de
estiramiento de 1,3:1, aumento de 4000x ;

La Figura 2(e) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de porogenos minerales de
monofilamentos extruidos con una composiciéon de mezcla de PA6/Albafil® CaCOs 75/25, relacion de estiramiento
2:1, aumento de 1000x

La Figura 2(f) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccién de porégenos minerales de
monofilamentos extruidos con una composiciéon de mezcla de PA6/Albafil® CaCOs 75/25, relacion de estiramiento
2:1, aumento de 4000x

La Figura 3(a) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de pordgenos poliméricos de filamentos
compuestos extruidos (extrusora de compuestos) con una composicién de mezcla de nailon/PLA 65/35, aumento
de 2000x

La Figura 3(b) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccién de porégenos poliméricos de filamentos
compuestos extruidos (extrusora de compuestos) con una composicion de mezcla de nailon/PLA 60/40, aumento
de 80x de acuerdo con la invencion ;

La Figura 3(c) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de porégenos poliméricos de filamentos
compuestos extruidos (extrusora de compuestos) con una composicion de mezcla de nailon/PLA 55/45, aumento
de 75x de acuerdo con la invencion ;

La Figura 3(d) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de porégenos poliméricos de filamentos
compuestos extruidos (extrusora de compuestos) con una composicién de mezcla de nailon/PLA 50/50, aumento
de 65x

La Figura 4(a) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de porégenos poliméricos y la envoltura
de PLA de una fibra de nicleo/envoltura con una composicion de mezcla de nucleo nailon/PLA 65/35, aumento de
2000x

La Figura 4(b) es una imagen SEM después de la extracciéon del porégenos poliméricos y la envoltura de PLA de
una fibra de nucleo/envoltura con una composicion de mezcla de nucleo nailon/PLA 60/40, aumento de 400x. de
acuerdo con la invencion;

La Figura 4(c) es una imagen SEM después de la extraccion del porégenos poliméricos y la envoltura de PLA de
una fibra de nucleo/envoltura con una composicién de mezcla de nucleo nailon/PLA 55/45, aumento de 2000x de
acuerdo con la invencion;

La Figura 4(d) (comparativa) es una imagen SEM después de la extraccion de porégenos poliméricos y la envoltura
de PLA de una fibra de nucleo/envoltura con una composicion de mezcla de nucleo nailon/PLA 50/50, aumento de
400x

La Figura 5(a) es una imagen de seccion transversal crio-SEM de una fibra de area superficial mejorada (SAE) de
acuerdo con la invencion;
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La Figura 5(b) es una imagen de seccion transversal crio-SEM de una fibra de nailon/PLA 60/40 de area superficial
mejorada (SAE) de acuerdo con la invencién;

La Figura 6 es un grafico de las mediciones del area superficial de Kr BET para fibras seleccionadas como
comparacion y de acuerdo con la invencion;

La Figura 7(a) (comparativa) es una imagen de seccion transversal crio-SEM después de la extraccion de
porégenos poliméricos y la envoltura de PLA de una fibra de 15 alas con composicion de mezcla de nucleo
PAG/PLA 70/30, relacion de bombeo de fusion S:C 2:1, aumento de 10 000x;

La Figura 7(b) (comparativa) es una imagen de seccion transversal crio-SEM después de la extraccion de porégeno
polimérico y la envoltura de PLA de una fibra de 15 alas con composicion de mezcla de nucleo PA6/PLA 70/30,
relacién de bombeo de fusion S:C 2:1, aumento de 20 000x;

La Figura 8(a) es una imagen en seccion transversal crio-SEM después de la extraccion de porégeno polimérico y
la envoltura de PLA de una fibra de nucleo/vaina con la composicion de mezcla de nucleos PA6/PLA 60/40,
aumento 5000x, de acuerdo con la invencion;

La Figura 8(b) (comparativa) es una imagen de seccion transversal crio-SEM después de la extraccidon de porégeno
polimérico y la envoltura de PLA de una fibra de 15 alas con composicion de mezcla de nucleo PAG/PLA 60/40,
relacion de bombeo de fusion S:C 2:1, aumento de 5000k,

La Figura 8(c) es una imagen de seccioén transversal crio-SEM después de la extraccién de porégeno polimérico y
la envoltura de PLA de una fibra de 15 alas con composicion de mezcla de nucleo PAG/PLA 60/40, relacion de
bombeo de fusion S:C 1:1, aumento de 5000x, de acuerdo con la invencion;

La Figura 9 es un grafico de IgG SBC para fibras SAE modificadas en la superficie con SP (izquierda) de acuerdo
con la invencion frente a fibras de 15 alas modificadas con SP de manera similar (derecha) (comparativo);

La Figura 10 es un grafico de lisozima SBC para fibras SAE modificadas en la superficie con SP (izquierda) de
acuerdo con la invencion frente a fibras de 15 alas modificadas con SP de manera similar (derecha) (comparativo);
La Figura 11 es un grafico de SBC de azul de metileno para fibras SAE modificadas en la superficie con SP
(izquierda) de acuerdo con la invencion frente a las fibras de 15 alas modificadas con SP de manera similar
(derecha) (comparativo);

La Figura 12(a) es una imagen SEM de una fibra SAE con una composicién de mezcla de nucleo nailon/PLA 60/40,
aumento de 400x, de acuerdo con la invencion;

La Figura 12(b) es una imagen en seccion transversal crio-SEM de una fibra SAE con una composicién de mezcla
de nucleo nailon/PLA 60/40, aumento de 5000x, de acuerdo con determinadas modalidades;

La Figura 12(c) (comparativa) es una imagen SEM de una fibra CIST con una composicion de "isla" de nailon PA6
100/0, una composicién de "mar" nailon/PLA 55/45, relacién 1/S 1/1, aumento de 1000x;

La Figura 12(d) (comparativo) es una imagen en seccion transversal crio-SEM de una fibra CIST con una
composicion de "isla" de nailon PA6 100/0, una composicion de "mar" nailon/PLA 55/45, relacién I/S 1/1, 5000x
aumento,

La Figura 13(a) (comparativa) es una micrografia éptica de fibra fractal 1;

La Figura 13(b) (comparativa) es una micrografia dptica de fibra fractal 2;

La Figura 13(c) (comparativa) es una micrografia 6ptica de una fibra de copo de nieve;

La Figura 13(d) (comparativa) es una micrografia SEM de fibra fractal 2; y

La Figura 13(e) (comparativa) es una micrografia SEM de una fibra de copo de nieve.

Descripcion detallada

Las modalidades descritas en la presente descripcién incluyen fibras de gran area superficial que son adecuadas para
la purificacién de unién/elucién de proteinas. Las fibras son porosas y pueden prepararse mediante la extraccion en
la fibra durante su fabricacién en un proceso de extrusion por fusion.

El porégeno polimérico soluble es poli(acido lactico), PLA. Este polimero se disolvera en una solucidon acuosa de
hidréxido de sodio. Los porégenos poliméricos solubles se incorporan a la fibra en cargas que oscilan entre el 35y el
50 % en peso ¢ Las cargas de pordgenos poliméricos solubles inferiores al 25 % en peso proporcionan solo una mejora
minima del area superficial de la fibra y estas fibras también carecen de las caracteristicas superficiales porosas o
fibriladas deseadas después de la extraccion del porégeno. Las cargas de pordgeno polimérico soluble superiores a
aproximadamente el 65 % en peso pueden comprometer la integridad estructural de la fibra después de la extraccion
del porégeno.

La carga puede medirse mediante el peso en seco preprocesado de los diferentes materiales que se introduciran en
la extrusora, o comparando el peso de la fibra antes y después de la eliminaciéon de porégenos.

Los materiales adecuados para las fibras incluyen nailon PAG.

Estos nailones pueden obtenerse en forma de granulos o polvos y estos materiales pueden procesarse
subsecuentemente en las fibras del producto por medio de un equipo comercial de procesamiento de extrusion de
fibras fundidas y de composicion en estado fundido. Estas fibras presentan un area superficial mucho mayor que las
microfibras redondas ordinarias o las fibras aladas como se ilustra en la Figura. 1a y 1b, respectivamente. En
determinadas modalidades, las fibras pueden modificarse en la superficie para instalar la funcionalidad de ligando de
intercambio catidnico colgante apropiada para la unién/eluciéon o purificacion de flujo continuo de proteinas,
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anticuerpos monoclonales u otras biomoléculas de interés. Los ligandos adecuados que pueden desplegarse en las
superficies de las fibras incluyen grupos sulfopropilo para aplicaciones de cromatografia de intercambio cationico,
haluros de tetraalquilamonio, aminas primarias y aminas secundarias para aplicaciones de cromatografia de
intercambio aniénico, y cadenas n-alquilo, fenilo, bencilo u otros grupos aromaticos para aplicaciones de cromatografia
de fase reversa y cromatografia de interacciones hidréfobas. Los ligandos pueden instalarse sobre las superficies de
las fibras mediante polimerizaciones de injerto redox cérico, ATRP, RAFT o polimerizaciones de radicales libres
iniciadas por fuentes de radiacién de rayos e, UV o gamma.

En determinadas modalidades, un polimero termoplastico adecuado se mezcla con uno o mas aditivos porégenos
adecuados, tal como con una extrusora de compuestos. El polimero y/o el porégeno pueden secarse previamente y
mezclarse en seco. A continuacién, la mezcla puede introducirse en una extrusora, desde la que puede extrudirse de
un troquel de una sola hebra en un bafio de agua y luego se granula. Alternativamente, el polimero base y los granulos
0 polvos porégenos pueden mezclarse en seco y alimentar directamente a una maquina de hilar fibras o filamentos
sin precompuestos. A continuacion, los granulos pueden hilarse en estado fundido en filamentos de dos componentes
mediante el uso una maquina de hilar fibra debidamente equipada. El polimero base mezclado/material porégeno
forma el nucleo y el polimero porégeno forma la envoltura exterior. Después de hilar, estirar y enrollar la fibra, el
porégeno puede extraerse de los filamentos de dos componentes con un agente de extraccién adecuado, tal como
una solucién de acido clorhidrico 1 M o una soluciéon de hidréxido de sodio 1,5 N, dependiendo de la naturaleza del
porégeno usado.

En la Figura 1c, 1d y 1f, se muestran varios ejemplos comparativos de fibras de gran area superficial, siendo la Figura
1(e) ilustrativa de la invencion. La Figura 1c es una imagen SEM de superficie de una microfibra porosa preparada
usando un método de pordgeno mineral soluble. Este monofilamento extruido se prepar6 a partir de una mezcla
compuesta fundida de nailon y carbonato calcico precipitado al 25 % en peso (Albafil® PCC). Después de hilar, estirar
la fibra y extraer el porégeno de carbonato de calcio con acido clorhidrico de la fibra, se observan numerosos poros
en la superficie de la fibra. La medicion del area superficial Kr BET indica una ganancia de aproximadamente 300 %
en el area superficial BET para este material sobre una fibra de nailon no porosa ordinaria de aproximadamente el
mismo diametro de fibra.

La Figura 1d muestra una imagen en seccion transversal crio-SEM de una fibra porosa de 15 alas preparada mediante
el uso un método de pordgeno polimérico soluble. Esta fibra de dos componente extruida se preparé a partir de una
mezcla compuesta en fusion de nailon y 30 % en peso de PLA que constituye el nicleo de la fibra alada y una envoltura
de PLA soluble que rodea el nucleo de la fibra y estabiliza las proyecciones aladas durante el hilado en fusién (no
mostrado).Después de hilar, estirar la fibra y extraer el porégeno polimérico PLA de la vaina de la fibra y dentro del
interior del nucleo de la fibra con solucién de hidréxido de sodio, se observan numerosos poros en toda la seccion
transversal de la fibra alada.

La Figura 1e muestra una imagen en seccion transversal crio-SEM de una fibra de nucleo/envoltura porosa preparada
mediante el uso de un método de porégeno polimérico soluble. Esta arquitectura de fibra se denomina fibra de tipo de
area superficial mejorada (SAE). Esta fibra de dos componente extruida se preparé a partir de una mezcla compuesta
en fusion de nailon y 40 % en peso de PLA que constituye el nucleo de la fibra y una envoltura de PLA soluble que
rodea el nucleo de la fibra y estabiliza el material durante el hilado en fusién (no mostrado). Después de hilar la fibra,
estirar y extraer el porégeno polimérico PLA de la envoltura de la fibra y dentro del interior del nicleo de la fibra con
solucién de hidroxido de sodio, se observa un arreglo agrupada de nanofibrillas de nailon ligeramente alineadas en
toda la seccion transversal de la fibra SAE. Esta arquitectura mejorada del area superficial aumenta en gran medida
el area de superficie de la fibra y las mediciones del area de superficie de Kr BET indican que valores tan altos como
10,6 m? g son alcanzables con este enfoque. Por el contrario, una fibra de 15 alas no porosa tiene un area superficial
modesta de solo 1,4 m?/g.

La Figura 1f muestra una imagen en seccion transversal crio-SEM de otro tipo de fibra porosa de dos componentes
comparativa preparada mediante el uso de un método de porégeno polimérico soluble. Esta arquitectura de fibra se
conoce como fibra de tipo "islas conectadas en el mar" (CIST). Esta fibra de dos componentes extruida se preparo a
partir de una mezcla compuesta fundida de nailon y 45 % en peso de PLA que constituye el dominio "marino” de la
fibra y una serie de 36 "islas" continuas de nailon. Después de hilar, estirar la fibra y extraer el porégeno polimérico
PLA del dominio 'marino' de la fibra con una solucion de hidroxido de sodio, se observa un arreglo de nanofibrillas de
nailon alineadas de forma suelta e islas de nailon de tamafio micrométrico mas grandes en toda la seccion transversal
del CIST de la fibra. Esta arquitectura de 'islas conectadas en el mar' aumenta en gran medida el area superficial de
la fibra y las mediciones de superficie N2BET indican que valores de hasta 7 m?/ g son alcanzables con este enfoque.

En determinadas modalidades, las fibras de gran area superficial que son adecuadas para la purificacion de
union/elucion de proteinas son fibras solidas con secciones transversales de diferentes formas. Estas fibras
conformadas con ligandos de intercambio i6nico exhiben un area superficial suficiente y propiedades de flujo
aceptables para usarse en separaciones cromatograficas.

La funcionalizacion de la superficie de las fibras porosas de gran area superficial puede llevarse a cabo mediante la
deposicién de un recubrimiento de polimero con funcién epoxi sobre la superficie de la fibra, seguido de calentamiento
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para unir covalentemente el recubrimiento de polimero a la superficie de la fibra, y un proceso subsecuente de abertura
del anillo epoxi para instalar la funcionalidad de acido sulfénico en la superficie de la fibra, por ejemplo.

En otras modalidades, se puede llevarse a cabo la modificacion de fibras de tipo SAE con un ligando de intercambio
idnico injertado en la superficie para aplicaciones de cromatografia de intercambio catiénico de unién/elucién. Puede
llevarse a cabo la activacion de la superficie de la fibra SAE con un recubrimiento de polimero HPA/MBAmM 95/5
reticulado para proporcionar un recubrimiento con funcionalidad hidroxi altamente reactivo en la superficie de la fibra,
seguido de una polimerizacién redox de ion cérico, tal como con 2-acrilamido- sal sédica del acido 2-metil-1-
propanosulfénico, para proporcionar un sustrato de fibra injertada con polimero.

Una densidad de relleno de columna adecuada de entre aproximadamente 0,1 y 0,4 g/mL, preferiblemente
aproximadamente 0,35 g/mL, proporcionara suficiente uniformidad de flujo para un rendimiento aceptable en una
evaluacion cromatografica.

En ciertas modalidades, los medios (fibras empaquetadas funcionalizadas) pueden entregarse al usuario en un formato
preempacado, a diferencia de los medios basados en perlas. Las fibras pueden fusionarse por medios térmicos o
quimicos para formar una estructura semirrigida que puede alojarse en un recipiente a presion. Mediante tal
construccion, el medio y el dispositivo que lo acompafia pueden estar listos para usar. Los medios cromatograficos
basados en perlas se suministran generalmente como material suelto (himedo) en donde se requiere que el usuario
cargue un recipiente a presion (columna) y, por diversos medios, cree un lecho bien empaquetado sin huecos ni
canales. Generalmente se requieren pruebas de seguimiento para asegurar la uniformidad del empaque. Por el
contrario, de acuerdo con ciertas modalidades, el usuario no requiere embalaje ya que el producto llega listo para el
servicio.

El medio de fibra porosa funcionalizada en la superficie de las modalidades descritas en la presente descripcion
demuestra una alta permeabilidad en un formato de lecho empacado. En dependencia de la densidad de
empaquetamiento, la permeabilidad del lecho puede variar de 2500 mDarcy a menos de 100 mDarcy. El lecho de
fibras empaquetadas no se comprime a alta velocidad lineal.

El medio de fibra de area superficial mejorada de las modalidades descritas en la presente descripcion puede
configurarse en un formato de lecho empacado dentro de una carcasa adecuada, tal como una columna de
cromatografia u otro dispositivo. Pueden prepararse lechos de fibras empaquetadas de fibras cortadas con area
superficial mejoradas cargando una suspensién acuosa diluida de las fibras cortadas en una columna de cromatografia
y una compresion axial subsecuente del cabezal de distribucion de solvente superior de la columna de cromatografia
hasta una profundidad del lecho objetivo de entre 1 y 10 cm. La compresion axial se define como la reduccion de la
profundidad del lecho de una empaquetadura de fibras cortadas ubicada dentro de una columna cromatografica u otra
carcasa adecuada para aumentar la densidad de empaquetadura del empaque de fibra cortadas a un valor objetivo
de entre 0,1 y 0,4 g/mL. Esta compresion se logra mediante el desplazamiento mecénico de los cabezales de
distribucién de flujo para proporcionar un volumen de columna o dispositivo mas pequefio y un aumento
correspondiente en la densidad de empaquetamiento del medio cromatografico. En este contexto, el eje que se
comprime es el eje vertical de la columna en la que se empaquetan las fibras cortadas. Dado que las fibras cortadas
son comprimibles, la densidad de empaquetamiento de las fibras cortadas aumenta correspondientemente cuando se
realiza tal compresion axial. Por el contrario, la compresién radial se define como la reduccién del diametro interno de
una empaquetadura de fibra cortada dentro de una columna cromatografica u otra carcasa adecuada para aumentar
la densidad de empaquetadura del empaque de la fibra cortada a un valor objetivo de entre 0,1 y 0,4 g/mL. Las
operaciones de compresion radial no cambian la profundidad del lecho del empaque del medio de fibra.

Ejemplos

Ejemplo comparativo 1. Fundir la mezcla con porégenos minerales o poliméricos. En este experimento, el nailon se
mezclé con una variedad de aditivos porégenos minerales o poliméricos tales como carbonato de calcio, silice o
polimero de poli(acido lactico) (PLA). También se prepararon mezclas ternarias de pordgenos poliméricos de nailon,
minerales y PLA. Estas mezclas se usaron subsecuentemente para experimentos de extrusion de fibras.

Se prepararon varias mezclas de nailon 6 y cargas minerales mediante el uso de una extrusora de compuestos.
También se prepararon mezclas adicionales que contienen una mezcla ternaria de nailon, PLA y porégenos minerales.
Se examinaron cuatro tipos diferentes de cargas minerales: Albafil A-0-255-12 de SMI, Vicality Heavy de SMI, Multifex-
MM ™ de SMI y Syloid 244FP de WR Grace. Los materiales presecados se pesaron y se mezclaron en seco. La
mezcla seca se colocd sobre el transportador de alimentacién que se ajustd para alimentar suficientemente el
microtorreador. El material se extruyé de un troquel de una sola hebra en un bafio de agua y luego se granulé. Ciertas
formulaciones de nailon/porégeno empleadas en este trabajo se resumen en la Tabla 1 mas abajo.
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Tabla 1. Resumen de formulaciones de nailon compuestas con varios poréogenos minerales y poliméricos.

Materiales Relacion de mezcla Tipo de porégeno
PAB: Albafil 75:25 Mineral (CaCOs3)
PAB:Vicality 75:25 Mineral (CaCQOs)
PAB:Syloid 75:25 Mineral (SiOz2)
PAB: Multifex-MM ™ 75:25 Mineral (CaCQs)
PAG6:PLA 75:25 Polimero (PLA)
PAB: PLA: Albafil 65:25:10 Mineral (CaCOs) + Polimero (PLA)
PA6: PLA: Vicality 65:25:10 Mineral (CaCOs) + Polimero (PLA)
PA6: PLA: Syloid 73,1:244:25 Mineral (SiOz) + Polimero (PLA)

Ejemplo comparativo 2.

La extrusion por fusién de monofilamentos cargados de porégenos minerales. En este experimento, se proporciona
una descripcion general del proceso para hilar en fusion los granulos mezclados de nailon/porégeno mineral en fibras
de monofilamento de aproximadamente 20 micrometros de didametro.

Los granulos mezclados de nailon/pordgeno mineral se hilaron por fusion en monofilamentos mediante el uso de una
magquina de hilar fibras. La maquina de hilar fibras es un sistema LBS de Hills Inc. (Melbourne, FL). Las muestras de
fibras de monofilamento extruido se estiraron hasta un diametro de aproximadamente 20 micras. Después de hilar,
estirar y enrollar la fibra, el porégeno mineral se extrajo subsecuentemente de los monofilamentos de acuerdo con el
procedimiento que se describe mas abajo.

Ejemplo comparativo 3.Extraccion de porégenos minerales a partir de monofilamentos extruidos.

En este experimento, se describe el proceso para la extraccion de porégenos minerales de fibras de monofilamento
extruidas mediante el uso una solucién de acido clorhidrico 1 M. Subsecuentemente, las fibras se neutralizan, lavan y
las superficies de las fibras se inspeccionan mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). También se realizan
mediciones del area superficial de Kr BET.

En un frasco de vidrio de 100 mL con tapa se afiadieron 1,0 g de monofilamento extruido (aproximadamente 20 ym
de didmetro) y 50 mL de HCI 1,0 M (50 mmol). La suspensién se agité a 30 °C toda la noche. Los sdlidos de fibra se
aislaron mediante filtracién al vacio y se lavaron con Tris-HCI 0,5 M (1 x 100 mL), agua desionizada (1 x 100 mL) y
etanol (1 x 100 mL). El material se coloc6 en un horno para que se secara a 40 °C durante 18 horas. Los resultados
de los experimentos de extraccion de pordgenos minerales se muestran en la Tabla 2 mas abajo. La inspeccion por
SEM de la morfologia de la superficie de la fibra se realizé6 después de la extraccion de los porégenos minerales y
estas imagenes se muestran en la Figura 2. El monofilamento que contiene Albafil® produce poros o cavidades de
tamafio micrométrico grandes en las superficies de las fibras después de la extraccién del porégeno. Debido al tamafio
de particula mas pequefio del porogeno Multifex-MM ™ (< 0,2 micras), se observan poros mucho mas pequefios en
la superficie de la fibra después de la extraccion del porégeno. Estos poros no son evidentes en una muestra de control
de fibra de nailon tratada de forma similar. Las mediciones del area superficial de Kr BET revelan una ganancia
significativa (~300 %) en el area superficial BET para el material preparado mediante el uso del porégeno Albafil®
sobre la muestra de control de fibra de nailon no porosa.

Tabla 2. Extraccion de porégenos minerales de carbonato de calcio.

D de Ia Amt de composicion de la mezcla % de rendimiento Area
muestra fibra de monofilamentos Adquirido (rendimiento superficial de
(9) (nailon:mineral) esperado) Kr BET
7746-34A | 0,469 PA6 (100:0) 0,444 96 % (100 %) 0,12 m?/g
7746-34B | 0,92¢ PAG:M“"“‘;’;,’;’?’ ™CaC0ls | gegg 74 % (75 %) -
7746-34C | 0,61g PA6:Albafil CaCOs 75:25 0,479 77 % (75 %) 0,33 m?/g
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Ejemplo comparativo 4. Fundir la mezcla con porégenos poliméricos. En este experimento, se mezclé nailon con varias
cantidades de un porégeno polimérico, polimero de poli(acido lactico). Estas mezclas se usaron subsecuentemente
para experimentos de extrusion de fibras.

Se generd una variedad de muestras de mezcla de nailon/PLA mediante el uso una extrusora de compuestos. Se
preparé una gama de mezclas de PLA y Nylon 6 que se muestran en la Tabla 3 mas abajo. Se peso6 la cantidad
apropiada de granulos secos y se mezcld en seco. La mezcla combinada seca se afiadié luego a la cinta transportadora
de alimentacion en la extrusora de compuestos. La cinta de alimentacion se ajusté para alimentar suficientemente la
extrusora de compuestos. El material se extruyd de un troquel de una sola hebra en un bafo de agua y luego se
granulé.

Tabla 3. Resumen de formulaciones de nailon compuestas con PLA como porégeno polimérico.

Materiales Relacion de mezcla
PA6:PLA 80:20
PAB:PLA 75:25
PA6:PLA 70:30
PA6:PLA 65:35
PAB:PLA 60:40
PA6:PLA 55:45
PAB:PLA 50:50

Ejemplo comparativo 5. Extraccién de porégenos PLA a partir de filamentos extruidos. En este experimento, se
describe el proceso para la extracciéon del porégeno PLA de los filamentos extruidos del mezclador de masa fundida
mediante el uso de una solucién de hidréxido de sodio 1,5 N. Subsecuentemente, las fibras se neutralizan, lavan, se
realiza un ensayo gravimétrico y las superficies de las fibras se inspeccionan mediante microscopia electronica de
barrido (SEM).

En un frasco de vidrio de 250 mL con tapa se afiadieron 2,0 g de filamento extruido (aproximadamente 2,0 mm de
diametro) y 0,2 L de NaOH 1,5 N (0,75 mol). La suspension se agité a temperatura ambiente toda la noche. Los solidos
de las fibras se aislaron mediante filtracion al vacio y se lavaron con agua desionizada (3 x 250 mL) y etanol (1 x 250
mL). El material se colocé en un horno para que se secara a 60 °C durante 3 horas. Los resultados de los experimentos
de extraccioén del porégeno polimérico PLA de los filamentos extruidos de 2 mm se muestran en la Tabla 4 mas abajo.
A partir de estos datos, puede verse que el porégeno de PLA se extrae mas facilmente para la muestra de alta carga
de PLA (50 % en peso de PLA) que para la muestra de carga de PLA baja (35 % en peso de PLA). La gran diferencia
entre los rendimientos reales y esperados se debe al acceso restringido al interior de estos grandes filamentos de 2
mm de diametro. La inspecciéon por SEM de la morfologia de la superficie del filamento se realizé después de la
extraccion del porégeno polimérico PLA y estas imagenes se muestran en la Figura 3. Estos datos muestran la
aparicion de una morfologia superficial fibrilada después de la extraccion del porégeno PLA de los filamentos. Estas
caracteristicas de la superficie son bastante pronunciadas para cargas de PLA iguales o superiores al 40 % en peso.
Se espera que las morfologias de la superficie fibrilada tales como estas aumenten en gran medida el area superficial
de un sustrato de fibra.

Tabla 4. Extracciéon de porégenos PLA a partir de filamentos extruidos.

ID de la Amt de composicién de.me.zcla de Adquirido % .de_ rendimiento

muestra fibra (g) filamentos (nailon:PLA) (rendimiento esperado)
7895-126A 1,94 g 65:35 1,94 g 100 % (65 %)
7895-126B 1,999 60:40 1,809 90 % (60 %)
7895-126C 1,849 55:45 1,60 g 87 % (55 %)
7895-126D 1,82g 50:50 1,59 ¢g 85 % (50 %)
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Ejemplo 6. Extrusion por fusién de fibras cargadas de porégenos poliméricos. En este experimento, se proporciona
una descripcion general del proceso para hilar en fusién los granulos de porégeno de polimero de nailon/PLA
compuestos en nucleo/envoltura o fibras de dos componentes de 15 alas de aproximadamente 20 micrometros de
diametro.

Los granulos de nailon/PLA mezclados se hilaron por fusion en fibras mediante el uso de una maquina de hilar fibras
de dos componentes. La maquina de hilar fibras de dos componentes es un sistema LBS de Hills Inc. (Melbourne, FL).
Las muestras de fibra extruida eran nucleo/envoltura y fibras de 15 alas con una envoltura de PLA y los granulos
mezclados en el nucleo (o viceversa). Las muestras se resumen en la Tabla 5 mas abajo.

Tabla 5. Tabla resumen de fibras extruidas que contienen porégenos poliméricos ubicados dentro del nicleo
de la fibra o como revestimiento externo cargado de porégenos Las fibras de nucleo/envoltura que comprenden
del 35 al 50 % en peso de PLA en el nucleo son de acuerdo con la invencion, las otras fibras son comparativas.

ID de la Tipo de fibra Composicion de la

, Composicion de Relacion
muestra mezcla del nacleo .
o la envoltura nucleo/envoltura
(nailon:PLA)
7895-122 |\ cleofenvoltura 80:20 PLA 50:50
nucleo 2
7895122 |\ ieofenvoltura 75:25 PLA 50:50
nucleo 4
78,95'128 Nucleo/envoltura 65:35 PLA 50:50
nucleo 4
7895-128 |\ cleofenvoltura 60:40 PLA 50:50
nucleo 6
7895128 |\ cleofenvoltura 55:45 PLA 50:50
nucleo 7
78,95'128 Nucleo/envoltura 50:50 PLA 50:50
nucleo 8
7895-123 15 alas 70:30 PLA 1:2
nucleo 6
7895189 |\ cleofenvoltura 100:0 nailon:PLA 60:40 50:50
nucleo 2
78,95'1 59 Nucleo/envoltura 100:0 nailon:PLA 60:40 2,6:1
nucleo 4
7895-159 |\ cleofenvoltura 100:0 nailon:PLA 60:40 8:1
nucleo 1
78,95'1 99 Nucleo/envoltura 100:0 nailon:PLA 60:40 1:2
nucleo 5

Ejemplo 7. Extrusion por fusién mediante el uso de muestras mezcladas a mano. En este experimento, se proporciona
una descripcion general del proceso para hilar en fusion una mezcla mezclada a mano de nilén y granulos porégenos
de polimero PLA en fibras de dos componentes de nucleo/envoltura de aproximadamente 20 micras de diametro.

Se genero una variedad de muestras de fibra extruidas en fusion mediante hilado en fusién mediante el uso de una
extrusora de dos componentes a escala de laboratorio de Hills Inc. (Melbourne, FL) montada con un paquete de hilado
de nucleo/envoltura. El lado de la envoltura del troquel se alimentd con granulos de acido polilactico (PLA). Para el
lado del nucleo del troquel, se mezclaron granulos de polimero en diversas proporciones mediante simple agitacion
en una bolsa antes de introducirlos en la extrusora. Las fibras se estiraron y enrollaron en un nudcleo para su posterior
procesamiento y analisis. Las muestras se resumen en la Tabla 6 mas abajo.

Tabla 6. Tabla resumen de fibras extruidas que contienen porégeno polimérico mezclado a mano/mezclas de
nailon ubicadas dentro del nucleo de la fibra Las fibras de nucleo/envoltura que comprenden del 35 al 50 % en
peso de PLA en el nucleo son de acuerdo con la invencion, las otras fibras son comparativas.

Composicion de la s .
ID de la . ' Composicion de Relacion
muestra Tipo de fibra mezcla manual del la envoltura nucleo/envoltura
nucleo (nailon PAG:PLA)
7993-6A | Nucleo/envoltura 30:70 PLA 50:50
7993-6B | Nucleo/envoltura 35:65 PLA 50:50
7993-6C | Nucleo/envoltura 40:60 PLA 50:50
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(continuacién)

Composicion de la .y L
ID de la . ) Composicion de Relacion
muestra Tipo de fibra mezcla manual del la envoltura nucleo/envoltura
nucleo (nailon PAG:PLA)
7993-6D | Nucleo/envoltura 60:40 PLA 50:50
7993-6E | Nucleo/envoltura 65:35 PLA 50:50
7993-6F | Nucleo/envoltura 70:30 PLA 50:50

Ejemplo 8. Procedimiento general para la extraccion de PLA. En este experimento, se describe el proceso para la
extraccion de pordgenos de PLA a partir de fibras de nucleo/envoltura de dos componentes extruidas mediante el uso
de una solucién de hidréxido de sodio 1,5 N. Subsecuentemente, las fibras se neutralizan, lavan, se realiza un ensayo
gravimétrico y las superficies de las fibras se inspeccionan mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
También se realizan mediciones del area superficial de Kr BET.

En una botella Pyrex de 1 litro con tapa se anadieron 5,0 g de fibra cortada (1,0 mm de longitud) y 0,5 L de NaOH 1,5
N (0,75 mol). La suspension se agitd a temperatura ambiente toda la noche. Los sélidos de las fibras se aislaron
mediante filtracion al vacio y se lavaron con agua desionizada (3 x 250 mL) y etanol (1 x 250 mL). El material se coloco
en un horno para que se secara a 60 °C durante 18 horas. Los resultados de los experimentos de extraccién del
porégeno polimérico PLA a partir de fibras extruidas de dos componentes (20 micras de diametro) se muestran en la
Tabla 7 mas abajo. A partir de estos datos, encontramos que el porégeno PLA se extrajo tanto de la envoltura de la
fibra como dentro del nucleo de la fibra para todas las muestras de fibras. La pequefa diferencia entre los rendimientos
reales y esperados es evidencia de una extraccion completa del porégeno PLA desde dentro de la fibra de dos
componentes. La inspeccion por SEM de la morfologia de la superficie de la fibra se realizé después de la extraccion
del porégeno polimérico PLA y estas imagenes se muestran en la Figura 4. A partir de estos datos, encontramos la
aparicion de una morfologia superficial fibrilada después de la extraccion del porégeno PLA de las fibras con cargas
de PLA superiores al 35 % en peso. Estas fibras parecen estar construidas a partir de conjuntos de nanofibrillas de
nailon muy entrelazadas. Para cargas de porégeno de PLA superiores a aproximadamente el 50 % en peso, hay un
aparente deshilachamiento de la estructura de la fibra para producir nanofibras de nailon individuales. Las imagenes
de la seccion transversal de Cryo-SEM para la muestra de PLA al 40% en peso se muestran en la Figura 5. A partir
de estas imagenes de seccidn transversal, encontramos que esta fibra parece estar construida con cientos de
nanofibrillas de nailon alineadas axialmente sin apretar y hay una porosidad significativa dentro de la seccion
transversal de la fibra. Se espera que las morfologias de la superficie fibrilada tales como estas aumenten en gran
medida el area superficial de un sustrato de fibra. En la Figura 6, se muestra que se miden areas superficiales de Kr
BET altas para las muestras de fibra de nailon extraidas que se construyeron con cargas de porégeno polimérico PLA
superiores al 25 % en peso.

Tabla 7. Extracciéon de porégenos PLA y eliminacidon de envolturas Las fibras de nucleo/envoltura que
comprenden del 35 al 50 % en peso de PLA en el nucleo son de acuerdo con la invencion, las otras fibras son

comparativas.
Amt L. % de A
IDdela| de Comp03|C|on'de la Composicion Relacién L rendimiento Arefa.
: mezcla del nucleo . IAdquirido - superficial
muestra | fibra o de la envoltura| nucleo/envoltura (rendimiento
(nailon:PLA) de Kr BET
(9) esperado)
7895- . . 0 0 2
128A 5049 65:35 PLA 50:50 1,449 | 29% (33 %) | 6,08 m%/g
7895- . . 0 0 1 2
128D 5049 60:40 PLA 50:50 1,389 | 28 % (30 %) 0,57 m?/g
789 |54 55:45 PLA 50:50 1289 | 26% (28 %) | 6,39 m?
1288 |29 : : 289 | 26% (28 %) | 6,39 m2g
7895 15,0 : PLA 50:5 1179 | 23% (25%) | 8,07 m?
128c 909 50:50 0:50 79 % (25 %) ,07 mé/g

Ejemplo comparativo 9. Extrusion por fusién de fibras aladas que tienen un nucleo poroso. En este experimento, se
proporciona una descripcion general del proceso para hilar en fusién los granulos de porégeno de polimero de
nailon/PLA compuestos en fibras 15 alas de dos componentes de aproximadamente 15 micras diametro.
Subsecuentemente, el PLA se extrae de la envoltura de la fibra asi como también de dentro del ntcleo de la fibra.
Como resultado, estas fibras de 15 alas presentan una estructura de nucleo porosa.

Los granulos de nailon/PLA mezclados se hilaron por fusion en fibras mediante el uso de una maquina de hilar fibras

de dos componentes. La maquina de hilar fibras de dos componentes es un sistema LBS de Hills Inc. (Melbourne, FL).
Las muestras de fibra extruida eran fibras de 15 alas y se prepararon con una envoltura de PLA y los granulos
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mezclados como nucleo de fibra. Después de la extraccion del PLA de la envoltura de la fibra y dentro del nucleo de
la fibra, se proporciona una fibra de 15 a las que tiene una estructura porosa. El procedimiento general para la
extraccion del porégeno polimérico PLA se describe en el ejemplo anterior. Varias muestras de fibra de 15 alas
preparadas mediante el uso de mezclas de nailon/PLA 70/30 y 60/40 como composicion del nucleo de la fibra se
ilustran en la Figura 7 y Figura 8. Estas imagenes muestran la apariencia de poros o cavidades cilindricas que se
extienden dentro de las secciones transversales de las fibras aladas, pero que no son estructuras fibriladas. Sin
embargo, se espera que tales caracteristicas aumenten aiin mas el area superficial de las fibras aladas.

Ejemplo comparativo 10. Procedimiento general para la modificacién de la superficie de fibras SAE. En este
experimento, se describe un procedimiento general para la modificacién de la superficie de fibras SAE con grupos
funcionales colgantes de intercambio cationico fuerte. Este procedimiento implica la deposicion de un recubrimiento
de polimero con funcién epoxi sobre la superficie de la fibra, una etapa de calentamiento para unir covalentemente el
recubrimiento de polimero a la superficie de la fibra y un proceso posterior de abertura del anillo epoxi para instalar
una funcionalidad de acido sulfénico en la superficie de la fibra.

Se prepararon veinticinco gramos de una solucion al 1 % en peso de poli (metacrilato de glicidilo) en metiletilcetona
(MEK) en un vial de vidrio de 30 mL. En un vial de vidrio de 30 mL separado, se afiadieron 0,2 gramos de fibray 12,5
g de la solucion de polimero de poli (metacrilato de glicidilo) al 1 %. La suspensién se agité a temperatura ambiente
toda la noche. Los sélidos de la fibra se aislaron subsecuentemente mediante filtracién al vacio y se colocaron en un
horno a 100 °C durante 30 minutos. Los soélidos de la fibra se retiraron del horno y se resuspendieron en 40 mL de
MEK durante 1 hora a temperatura ambiente. Los soélidos de la fibra se aislaron mediante filtracién al vacio y luego se
suspendieron en 15 mL de una solucién de sulfito de sodio 1 M/bisulfato de tetra-n-butilamonio 0,4 M. La suspension
se rocié con Nzdurante 5 minutos, el vial se sell6 y se calentdé a 80 °C toda la noche. La suspension se enfrié a
temperatura ambiente. Los sélidos de la fibra se aislaron mediante filtracion al vacio y se lavaron con agua desionizada
(5 x 30 mL) y etanol (1 x 30 mL). Las fibras se secaron a 60 ° C durante 2 horas. Los resultados para la modificacion
de la superficie de una fibra de nucleo/envoltura mejorada en su area superficial (SAE) asi como también para una de
15 alas no porosa de muestra control se presentan en la Tabla 8 mas abajo. También se realizaron mediciones de la
capacidad de union estatica para estas dos fibras funcionalizadas con acido sulfénico mediante el uso de IgG, lisozima
y azul de metileno como sondas de proteina grande, proteina pequefia y molécula pequefa, respectivamente. Se
emplearon condiciones de unidn de intercambio catiénico estandar para todas estas pruebas de capacidad de unién
estatica y los resultados se resumen en las Figuras. 9, 10, 11 y en la Tabla 9 mas abajo. A partir de estos datos, se
muestra una mayor capacidad de union estatica para la fibra SAE sobre la fibra de 15 alas, asi como también que la
ventaja de la capacidad de unién para la fibora SAE aumenta con la disminucién del tamafio molecular.

Tabla 8. Modificacion de la superficie de fibras de nailon SAE y de 15 alas, area superficial BET y datos de
recuperacion.

ID de la Amt de Descripcién de | Area superficial de Kr Adquirido % de

muestra fibra (g) la fibra BET q rendimiento
7895-179A 0,20g SAE 10,57 m?/g 0,19¢ 95 %
7895-179B 0,20 g 15 alas 1,43 m?/g 0,17 g 85 %

Tabla 9. Resumen de los datos de capacidad de unién estatica para fibras SAE modificado con SP y de 15

alas.
IgG Lisozima Azul de metileno
Peso molecular 160 KDa 14,3 kDa 374 Da
SBC de fibra de 15 W (mg/g) 25 21 8
Fibra SAE SBC (mg/g) 58 62 38
Fibra SAE (ganancia SBC) 2,3x 2,9x 4,8x
Est. area superficial accesible’ 3,2 m?/g 4,2 m?/g 6,7 m3/g
% de area superficial de BET 31 % 40 % 64 %
'Basado en fibra de 15 W, area superficial 100% accesible de 1,4 m3/g

Ejemplo comparativo 11. Modificacion de superficie de fibras SAE (7895-136).En este experimento, se describe un
procedimiento para la modificacion de fibras de tipo SAE con un ligando de intercambio idnico injertado en la superficie
para aplicaciones de cromatografia de intercambio catidnico de unién/elucion. La primera etapa de este proceso
implica la activacion de la superficie de la fibra SAE con un recubrimiento de polimero HPA/MBAm 95/5 reticulado.
Esta etapa proporciona un recubrimiento con funcion hidroxilo altamente reactivo en la superficie de la fibra que es
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muy adecuado para un proceso de injerto de polimero posterior. En una segunda etapa, la fibra modificada con
HPA/MBAmM se somete a una polimerizacién redox de ion cérico con sal sédica del acido 2-acrilamido-2-metil-1-
propanosulfénico para proporcionar un sustrato de fibra injertada con polimero. El polimero injertado proporciona
grupos funcionales de &cido sulfénico colgantes para aplicaciones de cromatografia de intercambio cationico.
Modificacion de la superficie de la fibra de nailon SAE con HPA/MBAmM 95/5.En una botella Pyrex de 500 mL se
anadieron acrilato de hidroxipropilo (HPA, 4,9 g, 38 mmol), N, N'-metilenbis (acrilamida) (MBAm, 0,28 g, 2 mmol) y
agua (253 mL). Se afiadieron a la mezcla 6,0 g de fibras de nailon con area superficial mejorada (SAE). Se afadid
persulfato de amonio (0,63 g, 3 mmol). Los sélidos humedos se calentaron a 80 °C durante 4 horas.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos se transfirieron a un embudo Buchner y se lavaron con agua
caliente (4 x 200 mL) y etanol (1 x 200 mL). Se dej6 secar el material al vacio durante 20 minutos. El material se
transfirio a un horno y se seco a 60 °C durante 18 horas.

Se obtuvieron 6,46 g en forma de fibras blancas.

Polimerizacion por injerto de fibras de nailon modificadas con HPA/HBAm. En 3 frascos de vidrio de 125 mL se
agregaron sal sédica del acido 2-acrilamido-2-metil-1-propanosulfénico (AMPS-Na), agua, fibras de nailon SAE
modificadas con HPA/MBAm (ver arriba) y solucion de HNO3 1 M (en el cantidades descritas en la tabla mas abajo).
Se afadié a cada botella una solucién 0,4 M de nitrato de amonio cerio (IV) (CAN) en HNO3 1 M. Las botellas de
reaccion se taparon, se rociaron con nitrégeno y las mezclas se calentaron a 35 °C durante 18 horas.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos se lavaron con una solucién de acido ascérbico 0,2 M en &acido
sulfdrico 0,5 M (3 x 80 mL), agua desionizada (3 x 80 mL), solucién de hidréxido de sodio 0,5 M (3 x 80 mL), agua
desionizada (3 x 80 mL) y etanol (1 x 80 mL). El material se colocd en un horno para que se secara a 60 °C durante
18 horas. Se obtuvieron muestras de un sdélido fibroso blanco (consulte la tabla para conocer los datos adicionales de
recuperacion y peso).

Tabla 10. Composiciones de polimerizacion por injerto redox de cerio y datos de recuperacion.

Reaccién Fibra Monémero AMPS- CAN HNO3 agua Peso del producto,
# HPA/MBAmM (g) Na, g (mmol) (mM) (mM) (mL) g (% de adicion)
712%5A' 15g 137g@®mmol) | 3mM | 31mM | 44mL | 1459 (-3%)
71?3%% 159 411g(18mmol) | 3mM | 31mM | 42mL | 1,519 (+1 %)
zg%% 159 5,46 g (24 mmol) 3 mM 31mM | 40 mL 1,54 g (+3 %)

Ejemplo comparativo 12. Medicién de la capacidad de unidn estética. En este experimento, se presenta la capacidad
de union estatica de IgG de las fibras SAE modificadas en la superficie con SP en un modo de intercambio catiénico.

Los resultados de las mediciones de la capacidad de union estatica de IgG para las fibras de nailon SAE modificadas
con SP se proporcionan en la Tabla 11 mas abajo. A partir de estos datos, se muestran capacidades sustanciales de
unién estatica de IgG para las fibras SAE modificadas en la superficie con SP y estos valores de SBC de IgG son
comparables a las resinas comerciales de cromatografia de intercambio catiénico basadas en perlas.

Tabla 11. Datos de la capacidad de unién estatica (SBC) de IgG para fibras de nailon SAE modificadas con
SP. Reto: 2 g/L de IgG humana policlonal (SeraCare Life Sciences, Milford, MA) en acetato de sodio 50 mM

(pH 5).

Muestra Amt de la fibra (mg) IgG unida (mg) SBC (mg/qg) SBC (mg/mL)’
7895-136A-1 56 8,0 143 47
7895-136A-2 32 4,6 143 47
7895-136B-1 44 8,1 185 61
7895-136B-2 59 10 177 58
7895-136C-1 62 12 197 65
7895-136C-2 69 4,2 61 20

1Basado en 0,33 g/mL densidad de empaquetamiento de fibra
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Ejemplo comparativo 13. Medicidn de la capacidad de unién dindmica. En este experimento, se describe el empaque
de las fibras SAE modificadas en la superficie con SP en una columna de cromatografia y la permeabilidad del lecho
de fibras empaquetadas. También se presenta la capacidad de union dinamica de IgG de las fibras SAE de superficie
modificada con SP en un modo de intercambio catidnico.

Los resultados de las mediciones de la capacidad de unién dinamica de IgG para los medios de fibra SAE
funcionalizados con SP del ejemplo 7895-136B se proporcionan en la Tabla 12 mas abajo. Se empaqueté 1,0 g del
medio en una columna Vantage de 11 mm de didmetro interno y se comprimié hasta una profundidad de lecho de 3,0
cm (volumen de columna de 2,85 mL, densidad de relleno de fibra de 0,35 g/mL). Se determind que la permeabilidad
de la fibra compactada a 0,35 g/mL era 200 mDa mediante el uso de tampdn acetato 50 mM (pH 5). Las mediciones
de la capacidad de unién dinamica se realizaron en un intervalo de velocidades lineales de 200 cm/hora a 60 cm/hora.
Estas velocidades corresponden a tiempos de residencia de 54 segundos a 3 minutos. El medio de fibra del ejemplo
7895-136B demuestra capacidades de union dinamica de IgG en el intervalo de 50 mg/mL.

Tabla 12. Valores de DBC de IgG para los medios de intercambio catiénico de fibra SAE funcionalizados con
SP al 1, 5,10y 50 % de avance a velocidades lineales variables (RT = tiempo de residencia). Reto: 2,0 g/L de
IgG humana policlonal (SeraCare Life Sciences, Milford, MA) en acetato 50 mM, pH 5.

7895-136B DBC (mg/mL)
% de 60 cm/hora (RT 60 cm/hora (RT 200 cm/hora (RT 200 cm/hora (RT
avance 180 segundos) 180 segundos) 54 segundos) 54 segundos)
1 46 46 45 45
5 50 50 50 49
10 53 53 52 52
50 69 69 69 69

Ejemplo comparativo 14. Extrusion por fusion de fibras de "islas conectadas en el mar" (CIST).En este experimento,
se describe una descripcion general del proceso para hilar en fundido mezclas mezcladas a mano de nilén y granulos
porogenos de polimero PLA en fibras de tipo "islas conectadas en el mar" (CIST) de aproximadamente 20 micrones
de diametro. Subsecuentemente, las fibras se neutralizan, lavan, se realiza un ensayo gravimétrico y las superficies
de las fibras se inspeccionan mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). También se realizan mediciones de
area superficial N2BET.

Se generd una variedad de muestras de fibras extruidas en fusién mediante hilado en fusion mediante el uso de una
extrusora de dos componentes a escala de laboratorio de Hills Inc. (Melbourne, FL) montada con un paquete de hilado
de "islas en el mar" (configuracion de 36 islas). El lado de la "isla" del troquel se alimentd con granulos de nailon 6.
Para el lado del "mar" del troquel, los granulos de polimero se mezclaron en diversas relaciones mediante simple
agitacion en una bolsa antes de introducirlos en la extrusora. Para este ejemplo, los componentes de la mezcla fueron
PLA y nailon 6. Las fibras se estiraron y enrollaron en un nucleo para su posterior procesamiento y analisis. Las
muestras se resumen en la Tabla més abajo. Después de la extraccion del porégeno polimérico PLA del interior del
dominio "marino" de la fibra de dos componentes extruida, se proporciona una fibra CIST que tiene una estructura
porosa. En la Tabla 14,mas abajo, se resumen varios ejemplos de fibras de tipo CIST. El procedimiento general para
la extraccion del porogeno polimérico PLA se describe en el ejemplo anterior. Se prepararon varias muestras de fibra
CIST preparadas mediante el uso de un intervalo de mezclas de porégenos de nailon/PLA como la composicion del
dominio "marino" de la fibra. Las imagenes de la superficie y de la seccion transversal crio-SEM de una fibra CIST y
una fibra de tipo SAE se proporcionan en la Figura 12. A partir de las imagenes de la seccioén transversal, puede verse
que grandes canales o grietas que se extienden por todo el interior de la fibra CIST y estas caracteristicas pueden
hacer que la superficie interna sea considerablemente mas accesible que para la fibra de tipo SAE. Se espera que
tales caracteristicas mejoren el acceso de grandes proteinas y biomoléculas al area de la superficie interior de tales
soportes de fibra nanofibrilada.
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Tabla 13. Cuadro resumen de fibras extruidas de 'islas conectadas en el mar' (CIST) que contienen 36 'islas’
de nailon PA6 y mezclas poliméricas de porégeno/nailon mezcladas a mano como el componente 'mar’ de la

fibra.
ID de la Tipo de Composicion de la Composicion de la mezcla Relacion
muestra fibra isla mar (nailon:PLA) isla/mar
7895-188D CIST PA6 PAB: PLA 40:60 1:1
7895-188A CIST PAG6 PAG: PLA 60:40 3:2
7895-189D CIST PA6 PAB6: PLA 40:60 1:1
7895-189A CIST PAB PAB6: PLA 60:40 1:1
7993-8A CIST PAG6 PAG: PLA 55:45 2,11
7993-8B CIST PA6 PAB: PLA 55:45 1:1
7993-8C CIST PAGB PAG: PLA 55:45 0,6:1
7993-8D CIST PAB PAB6: PLA 60:40 2,11
7993-8E CIST PAG6 PAG: PLA 60:40 1:1
7993-8F CIST PAB PAB: PLA 60:40 0,6:1
CIST PAG6 PA6: PLA 65:35 2,11
CIST PA6 PAB6: PLA 65:35 1:1

Tabla 14. Extraccién de porogenos PLA y N2BET datos para fibras de tipo "islas conectadas en el mar"

(CIST).
Amt I % de i
ID de la [Tipo de| de |Composicion Composicion de Relacién - rendimiento Areg .
- : - la mezcla mar | . Adquirido - Superficial
muestra| fibra | fibra | de laisla S isla/mar (rendimiento
(nailon:PLA) de N2BET
(9) esperado)
7895- 10,5 . nailon:PLA . o o 2
188D CIST g nailon 40°60 1:1 6,99 |66 % (70 %)| 5,1 m?g
7895- nailon nailon,
189A CIST |9,5 g| (viscosidad | viscosidad més 1:1 769 |80%(80%)| 6,6 m?g
mas alta) |alta. :PLA 60:40
nailon,
zggSD- CIST 10,5 nailon viscosidad mas 1:1 709 [67 % (70%)| 4,4 m3g
9 alta: PLA 40:60

Ejemplo comparativo 15. Modificacién de la superficie de las fibras SAE, CIST, de 15 ala y de nailon redondas. En
este experimento, se describe un procedimiento para la modificacion de fibras de tipo SAE, CIST y de 15 alas con un
ligando de intercambio iénico injertado en la superficie para aplicaciones de cromatografia de intercambio cationico de
union/elucion. En este proceso, las superficies de las fibras se modifican en una sola etapa mediante el uso de una
polimerizacion redox de ion cérico con sal de potasio de metacrilato de 3-sulfopropilo para proporcionar un sustrato
de fibra injertada con polimero. El polimero injertado proporciona grupos funcionales colgantes de acido sulfénico para
aplicaciones de cromatografia de intercambio catidnico.

En una botella de 125 mL se aiadié sal de potasio de metacrilato de 3-sulfopropilo (3-SPMA), agua, fibras de nailon
CIST y solucién de HNO3 1 M (en las cantidades descritas en la tabla mas abajo). Se afiadié a la botella una solucién
0,4 M de nitrato de amonio cerio (IV) (CAN) en HNO3 1 M. La botella de reaccién se tapo y la mezcla se calenté a 35
°C durante 5 horas.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos de fibra de la botella se lavaron con una solucién de acido
ascorbico 0,2 M en acido sulfurico 0,5 M (3 x 50 mL), agua desionizada (3 x 50 mL), solucién de hidréxido de sodio
0,5 M (3 x 50 mL), agua desionizada (3 x 50 mL) y etanol (1 x 50 mL). El material se colocé en un horno para que se
secara a 60 °C durante 18 horas.

Se obtuvieron muestras de un sdlido fibroso blanco (consulte la tabla para conocer los datos adicionales de
recuperacion y peso).
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Tabla 15. Composiciones de polimerizacion de injerto redox de cerio y datos de recuperacion para las fibras
con area superficial mejorada (SAE), de 'islas conectadas en el mar' (CIST), las de 15 alas no porosas y de
control redondas (15 pm de diametro).

Roagien | Tiode | o™ | "Spuim g | AN | HNOS. | ema | prodico o4
(9) (mmol) de adicién)
oo SAE 159 1’8rfn§0(|;'5 smm | somm | %% | 1524, (+1%)
23258' SAE 159 4’?nzmgo|()19 6mM | 60 mM 6n3i_4 1,68 g (+12 %)
79932A | cCIsT 159 1’8rfn§0(|;'5 smm | somm | %% | 1509, (0%)
7895-62D | 15alas | 1,5 g’ﬁ:‘mgol(fs 6mM | 60 mM 6;3;_4 1,8, (+19 %)
[es rﬁ‘?:gj" 159 1’8&30(';’5 smm | somm | %% | 1439, (5%)
Zi‘ZSE' rﬁ‘?:gj" 159 4’?n2m90|()19 6mM | 60 mM 6r2|’_4 1,50 g, (0 %)
71?1%?; rﬁ‘?:gj" 159 9’r2n4mgo|()38 6mM | 60 mM 6r2|’_4 1,52 g, (+1 %)

Ejemplo comparativo 16. Medicién de la capacidad de unidn estética. En este experimento, se presenta la capacidad
de unioén estatica de IgG de las fibras SAE modificadas con SP, CIST, de 15 alas y redondas simples modificadas en
la superficie en un modo de intercambio catidénico. Para las fiboras SAE (muestras # 7895-142A y 7895-142B),
encontramos que un aumento en el monémero 3-SPMA de 7,5 mmol a 19 mmol en la etapa de injerto produce un
aumento sustancial en la capacidad de union estatica de IgG de 47 mg/g hasta 212 mg/g. Las fibras CIST (entrada
7993-2A-1, 7993-2A-2) dan valores SBC de IgG comparables a los de las fibras de tipo SAE en la condicién de carga
de mondmero 3-SPMA baja (7,5 mmol). La fibra de 15 alas (entrada 7895-62D) se modific6 mediante el uso de 38
mmol de monémero 3-SPMA y esta muestra produce un valor de IgG SBC de 130 mg/g. En comparacion, las fibras
redondas simples de 15 micrones proporcionan valores de SBC de IgG muy bajos en todas las condiciones de injerto
evaluadas. Esto puede atribuirse a la muy baja area superficial de las fibras redondas que carecen de proyecciones o
estructuras porosas internas.

Los resultados de las mediciones de la capacidad de unién estatica de IgG para las fibras con el area superficial
mejorada (SAE) modificada con SP, las de 'islas conectadas en el mar' (CIST), las de 15 alas no porosas y las de
control redondas (15 ym de didmetro) se proporcionan en la Tabla 16 mas abajo.

Tabla 16. Datos de capacidad de unidn estatica de IgG para las fibras con el area superficial mejorada (SAE)
modificada con SP, las de "islas conectadas en el mar" (CIST), las de 15 alas no porosas y las de control
redondas (15 pym de diametro). Reto: 2 g/L de IgG humana policlonal (SeraCare Life Sciences, Milford, MA)
en acetato de sodio 50 mM (pH 5).

. Area Superficial IgG
Muestra T'f?tc))r:e de la fibra base Método BET ?I‘t;?; ?;; unida (igg)
(m2/g) (mg)
7895- Kr BET,
122a1 | SAE 10.6 multipunto 53 27 50
7895- Kr BET,
142A-2 SAE 10,6 multipunto 74 3.3 45
7895- Kr BET,
12281 | SAF 10.6 multipunto 63 ! 176
7895- Kr BET,
14282 | SAE 10,6 multipunto 54 13 248
7993-2A-1 | CIST 4.4 N2 BET, un 49 2,7 56
solo punto
7993-2A2 | CIST 44 N2 BET, un 61 2.9 48
solo punto
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(continuacién)

. Area Superficial de IgG
Muestra T'f?l;)r:e la fibra base Método BET Qg?; ((jr‘;éa) unida (rig/(g;;)
(m2/g) (mg)
7895-62D- | 45 jias 143 Kr BET, 52 6.9 133
1 multipunto
7895-62D- | 45 4as 143 Kr BET, 51 6,4 125
2 multipunto
7895- redonda, Kr BET,
142F-1 15 um ~0.1 multipunto 68 0.5 !
7895- redonda, Kr BET,
142F2 | 15um ~0.1 multipunto 51 0.7 13

Ejemplo comparativo 17.Extrusion por fusion de fibras conformadas Las fibras conformadas se preparan mediante el
uso de un proceso de hilado en fusidon de dos componentes. La fibra de dos componentes tiene un nucleo de un
material y una envoltura de un segundo polimero. Estos materiales de nucleo y envoltura podrian ser cualquier tipo de
termoplastico procesable por fusién conocido por los estudiados en la técnica. Se usan una serie de placas de troquel
para dividir y redirigir las dos corrientes de alimentacion de polimero en un nimero determinado de fibras y la forma
de seccion transversal deseada. Las fibras se estiran al tamafo apropiado después del hilado por fusién. Las
caracteristicas de las fibras se resumen en la Tabla 17.

Tabla 17.-Resumen de formas de las fibras conformadas, areas superficiales BET y diametro de fibra.

Forma de la fibra Area Superficial de BET (m2/g) Diametro de la fibra (micras)
Fractal 1 Sin datos 14,8
Fractal 2 2,11 15,1
Copo de nieve 1,25 26,9

Ejemplo comparativo 18. Procedimiento general para la modificacién superficial de fibras conformadas. Las fibras
conformadas se prepararon de acuerdo con el Ejemplo 10. Consulte las tablas para obtener datos sobre la capacidad
de union estatica de IgG.

Tabla 1817. Resumen de los datos de capacidad de unién estatica para formas modificadas con SP y fibras

de 15 alas.
Tipo de fibra IgG SBC (mg/qg)
SBC de fibra de 15 W (mg/g) 25
Fractal 1 NA
Fractal 2 90
Copo de nieve 29,5

Ejemplo comparativo 19. Modificacion de la superficie de las fibras de nailon conformadas. Las fibras conformadas se
prepararon de acuerdo con el Ejemplo 11. Consulte la tabla para conocer los datos adicionales de recuperacion y
peso.

Tabla 19. Composiciones de polimerizacién por injerto redox de cerio y datos de recuperacion para fibra

fractal.
Reaccion | Tipo de Fibra Monomero CAN | HNO3 | agua rPc:iiSuc::tdoel
p HPA/MBAmM | AMPS-Na, g 9 producto. g
# fibra (mM) (mM) (mL) (% de
(9) (mmol) adicion)
Ejemplo | Fractal 11,00 g (48 241 o
19 5 1,519 mmol) 3mM | 31 mM mL 1,43 g (-5 %)
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Ejemplo comparativo 20. Medicion de la capacidad de union dinamica. Las fibras fractales de superficie modificada
del Ejemplo 19 anterior se empaquetaron de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 13.

Las mediciones de la capacidad de union dinamica se realizaron en un intervalo de velocidades lineales de 200
cm/hora a 600 cm/hora. Estas velocidades corresponden a tiempos de residencia de 54 segundos a 18 segundos. El
medio de fibra del Ejemplo 19 demuestra capacidades de unién dinamica de IgG en el intervalo de 72 mg/mL.

Tabla 20. Valores de DBC de IgG para los medios de intercambio catiénico de fibras conformadas
funcionalizadas con SP al 1, 5, 10 y 50 % de avance a velocidades lineales variables (RT=tiempo de
residencia). Reto: 2,0 g/L de IgG humana policlonal (SeraCare Life Sciences, Milford, MA) en acetato 50 mM,

pH 5.
Fibra:
Ejemplo 19 DBC (mg/mL)
% de 200 cm/hora (RT 200 cm/hora (RT 600 cm/hora (RT 600 cm/hora (RT

avance 54 segundos) 54 segundos) 18 segundos) 18 segundos)
1 72 71 65 64
5 76 75 69 69
10 79 78 72 72
50 95 95 86 87

Ejemplo comparativo 21.Polimerizacion por injerto de fibras SAE no modificadas. Modificacion de la superficie de las
fibras SAE con una funcionalidad de ligando polimérico de tetraalquilamonio (tipo Q) para aplicaciones de
cromatografia de intercambio aniénico (AEX). En una botella de 500 mL se afiaden metacrilato de glicidilo (GMA, 1,70
g, 12 mmol) y agua (232,8 mL). Se afiaden 5 g de fibras SAE a la solucién. Se afiade una solucién de HNOs (7,22 mL,
7,2 mmol) 1 M a la mezcla de reaccion, seguido de la adicion de una solucién de nitrato de amonio y cerio (IV) 0,4 M
en HNO3(0,602 mL, 0,240 mmol) 1 M.

La mezcla de reaccion se calienta a 35 °C durante 1 hora.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos se lavan con agua desionizada (3 x 100 mL) y el material
himedo (12,21 g) se usa inmediatamente en la siguiente etapa.

Funcionalizacion Q de fibras SAE funcionalizadas con epoxi. En una botella de 250 mL se afiaden las fibras SAE
funcionalizadas con GMA humedas del ejemplo anterior y una solucion de trimetilamina (acuosa) al 50 % en peso en
metanol (en las cantidades descritas en la Tabla 21 mas abajo). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante
18 horas.

Los sélidos de fibra se lavan subsecuentemente con una solucién de acido ascoérbico 0,2 M en acido sulfurico 0,5 M
(3 x 50 mL), agua desionizada (3 x 50 mL), solucién de hidréxido de sodio 1 M (3 x 50 mL), agua desionizada (3 x 50
mL) y etanol (1 x 50 mL). El material se coloca en un horno para que se seque a 40 °C durante 12 horas.

Se obtienen muestras de un sélido fibroso blanco.

Tabla 21. Composicion para la modificacion de fibras SAE funcionalizadas con epoxi con trimetilamina.

Reaccion # fibra GMA humeda (g) 50 % MesN, ac. (mL) Metanol (mL)
Ejemplo 21 2,449 50 mL 50 mL

Ejemplo comparativo 22.Polimerizacion por injerto de fibras SAE no modificadas. Modificacion de la superficie de fibras
SAE con una funcionalidad de polimero de poli (hidroxietiimetacrilato) para aplicaciones de cromatografia de
interacciones hidréfobas (HIC). En una botella de 500 mL se afiaden metacrilato de hidroxietilo (HEMA, 1,69 g, 13
mmol) y agua (232,5 mL). Se afaden 5,00 g de fibras SAE a la solucién. Se afiade una soluciéon de HNO3 (7,21 mL,
7,2 mmol) 1 M a la mezcla de reaccion, seguido de la adicién de una solucién de nitrato de amonio y cerio (1V) 0,4 M
en HNO3(0,601 mL, 0,240 mmol) 1 M.

La mezcla de reaccion se calienta a 35 °C durante 1 hora.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos se lavan con una solucién de acido ascorbico 0,2 M en acido
sulfdrico 0,5 M (3 x 100 mL), agua desionizada (3 x 100 mL), solucién de hidroxido de sodio 1M (3 x 100 mL), agua
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desionizada (3 x 100 mL) y etanol (1 x 100 mL). El material se coloca en un horno para que se seque a 40 °C durante
12 horas.

Ejemplo comparativo 23. Modificacién de la superficie de la fibra SAE con ligando de afinidad de proteina A
recombinante, rSPA. Modificacién de la superficie de las fibras SAE con un ligando de afinidad de proteina A
recombinante para aplicaciones de cromatografia de afinidad. En una botella de 250 ml se afiaden bicarbonato de
sodio 1 M (100 mL), proteina A recombinante (rSPA # RN091139, 150 mg, como una solucion de 47,5 mg/mL en agua)
y agua (90 mL). Se afaden fibras SAE injertadas con GMA (350 mg) del Ejemplo 21 anterior a la mezcla de reaccion.
La mezcla se calienta a 37 °C durante 2,5 horas.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos se transfieren a un embudo Buchner y se lavan con bicarbonato
de sodio 0,1 M (3 x 100 mL). Los sdlidos de fibra humeda se suspenden en 100 mL de una solucién de tioglicerol al
10 % en peso en bicarbonato de sodio 0,2 M/solucién de cloruro de sodio 0,5 M. La mezcla se agita a temperatura
ambiente toda la noche.

Los sdlidos se transfieren a un embudo Buchner y se lavan con una solucion de base TRIZMA 0,1 M con cloruro de
sodio 0,15 M (1 x 75 mL), solucién de acido acético 0,05 M (1 x 75 mL). Los ciclos de lavado con base TRIZMA y acido
acético se repiten dos veces adicionales. Los soélidos de fibra SAE se lavan finalmente con agua desionizada (1 x 75
mL) y etanol al 20 % en peso (1 x 75 mL). Los sélidos de fibra SAE se almacenan en una solucién de etanol al 20 %
en peso.

Ejemplo comparativo 24. Modificacidon con poli (alilamina) de fibras funcionalizadas con epoxi. Modificacién de la
superficie de las fibras SAE con una funcionalidad de ligando polimérico de poli (alilamina) para aplicaciones de
cromatografia de intercambio aniénico (AEX). En una botella de 30 mL se afiaden fibras SAE injertadas con GMA del
Ejemplo 21 anterior (0,5 g), agua (10 mL), solucién de hidrocloruro de poli (alilamina) al 40 % en peso (1,25 g de
solucion al 40 % en peso) e hidroxido de sodio 1,0 M (10 mL). La mezcla de reaccion se calienta a 35 °C durante 18
horas.

Después de enfriar a temperatura ambiente, los sélidos se lavan con agua desionizada (3 x 50 mL) y acetona (1 x 50
mL).

El material hiumedo se coloca en un horno para que se seque a 40 °C durante 12 horas.

Ejemplo comparativo 25. Aclaramiento de proteinas de la célula huésped de flujo continuo. Los medios de fibra SAE
funcionalizados con Q preparados de acuerdo con el Ejemplo 21 se evalUan para determinar la actividad de eliminacién
de HCP en un modo de pulido de flujo continuo. Se empaquetan 0,34 g del medio de fibra funcionalizado con Q en
una columna de 14,5 mm de diametro interno y se comprime hasta una profundidad del lecho de 0,6 cm (volumen de
columna de 1,00 mL, densidad de relleno de fibra de 0,34 g/ml).

Se clarifica un medio de cultivo celular que contiene anticuerpo monoclonal y luego se aisla mediante el uso de
cromatografia en columna de Proteina A y el pH de la solucién se ajusta a pH 5. El pH de la elucién de Proteina A se
ajusta subsecuentemente a pH 8 con base TRIZMA y luego se filtra a través de una membrana de 0,2 micras.

La columna de medios de fibra SAE funcionalizada con Q se equilibra con una solucion tampoén (Tris 25 mM a pH 8).
Cien mililitros del anticuerpo monoclonal de 8,2 g/L (pH 8) de elucién de la proteina A se pasan a través de la columna
a un régimen de flujo de 1,0 mL/min. Se recogen diez facciones de 10 mL. EI HCP unido se eluye mediante el uso de
una solucion de cloruro de sodio 1 M en Tris 25 mM pH 8 como tampdn de elucion. También se recogen dos fracciones
de elucién de 10 mL. Las diez fracciones de flujo continuo y las dos fracciones de elucién se analizan mediante HCP-
ELISA y HPLC de proteina A para determinar el nivel de aclaramiento de HCP y la recuperacion de anticuerpos
monoclonales, respectivamente.

Ejemplo comparativo 26. Capacidad de medios de fibra SAE para el unién/eluir purificacion de virus. Los experimentos
de capacidad de unién estatica y recuperacion de elucién para el bacteriéfago @6 se llevan a cabo como se muestra
mas abajo. Las operaciones de unién/elucién en modo de intercambio aniénico también pueden realizarse en un
formato de columna empaquetada de acuerdo con procedimientos similares a los descritos en el Ejemplo 13. En 5
tubos de centrifuga de plastico se afiaden los medios de fibra SAE funcionalizados con Q del Ejemplo 21. Cada una
de las muestras de fibra SAE se equilibra con 5 mL de tampon Tris 25 mM (pH 8, con 0,18 mg/mL de HSA) con
agitacion durante 10 minutos. Los tubos se centrifugan a temperatura ambiente en una centrifuga de mesa a 4000
rpm durante 10 minutos para sedimentar el medio de fibra SAE. Se eliminan 2,5 mL del sobrenadante y se afiaden a
cada tubo 2,5 mL de una solucién de 1,7x107 @6 de ufp/mL en tampdn Tris 25 mM (pH 8, con 0,18 mg/mL de HSA).
Las muestras se agitan a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, los tubos se centrifugan a temperatura
ambiente en una centrifuga de mesa a 4000 rpm durante 15 minutos para sedimentar el medio de fibra SAE. Se
eliminan 2,5 mL del sobrenadante y estas muestras se analizan para determinar el ¢6 no unido mediante un ensayo
de formacion de placa. Los tubos se lavan 3 veces con lavados de 2,5 mL de tampon Tris 25 mM (pH 8, con 0,18
mg/mL de HSA) con centrifugacion para sedimentar el medio de fibra SAE entre cada lavado y eliminacion de 2,5 mL
del sobrenadante. Después del lavado, se afiaden a cada tubo 2,5 mL de una soluciéon de NaCl 1,0 M en tampon Tris
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25 mM (pH 8, con 0,18 mg/mL de HSA) (el volumen total es de 5 mL, la concentracion final de NaCl es 0,5 M). Las
muestras se agitan a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, los tubos se centrifugan a
temperatura ambiente en una centrifuga de mesa a 4000 rpm durante 10 minutos para sedimentar el medio de fibra
SAE. Se eliminan 2,5 mL del sobrenadante y estas muestras de elucién se analizan para determinar el ¢6 eluido
mediante un ensayo de formacion de placa. El medio de fibra SAE con funcionalidad Q puede integrarse en un formato
de dispositivo preempacado o en una columna de cromatografia para aplicaciones de purificacion viral de flujo continuo
o de unién/elucion.
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REIVINDICACIONES

. Medios de cromatografia que comprenden fibras que presentan una estructura enrevesada compuesta por

conjuntos discretos de nanofibrillas porosas muy entrelazadas y en donde las fibras presentan un area superficial
en el intervalo de 1 a 12 metros cuadrados por gramo, dichas nanofibrillas dentro de dichos conjuntos porosos
discretos tienen diametros menores que 1 micra y a dichas nanofibrillas se les ha impartido una funcionalidad que
permite una cromatografia seleccionada del grupo que consiste en cromatografia de intercambio iénico,
cromatografia de interacciones hidrofobas y cromatografia de afinidad, en donde las fibras se preparan mediante
un método que incluye la extrusién por fusidn de fibras de dos componentes en configuracion nucleo/envoltura con
una relacién nucleo/envoltura de 50:50, en donde la envoltura esta formada por poli(acido lactico) y el nucleo esta
formado por una mezcla de nailon y poli(acido lactico), en donde los polimeros son inmiscibles, el estiramiento de
las fibras y subsecuentemente la extraccién del poli(acido lactico) de dicha envoltura y dicha mezcla con una
solucién de hidroxido de sodio, en donde la carga de poli(acido lactico) en la mezcla es mayor del 35 % en peso y
menor del 50 % en peso de la mezcla polimérica.

Los medios de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha funcionalidad es la funcionalidad de intercambio
cationico.

. Los medios de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha funcionalidad es una funcionalidad de intercambio

anionico.

. Los medios de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde las superficies de dichas nanofibrillas estan modificadas

con grupos sulfopropilo colgantes.

Un método para purificar una biomolécula en una muestra, que comprende poner en contacto dicha muestra con
los medios de cromatografia de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

El método de la reivindicacion 5, en donde dicha biomolécula comprende un virus.
El método de la reivindicacion 5, en donde dicha funcionalidad se injerta en dichas nanofibrillas.

El método de la reivindicacion 5, en donde dicha funcionalidad permite la purificacion en un modo de unién/elucion.
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