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DESCRIPCION
Membrana para la filtraciéon de agua
CAMPO DE LA INVENCION
[0001] La presente invencion se refiere a membranas de agua que comprenden canales de acuaporina

funcionales o tetrameros adecuados para la filtracion de agua pura y/o glicerol, un dispositivo de filtracion/sistema de
purificacion que comprende esta membrana, y procedimientos de utilizacion de la misma para la produccion de agua
ultra pura y para extraer el exceso de agua de una composicién acuosa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Varios sistemas y procedimientos de tratamiento de agua tradicionalmente han sido desarrollados
para purificar las fuentes de agua natural y contamina para obtener agua purificada, que es adecuado para el
consumo humano y/o animal. Ademas, el agua ultra pura tiene una gran demanda en la industria de los
semiconductores y farmacéutica. La produccién de agua ultra pura demanda filtros mas especializados y el
tratamiento quimico de la fuente de agua. Una pluralidad de técnicas se utilizan, tal como la filtraciéon de membrana,
intercambiadores de iones, filtros de particulas de submicrones o nano-filtros, tratamiento con luz ultravioleta y
ozono. El agua producida es extremadamente pura y contiene muy bajas concentraciones de sales, compuestos
organicos, gases disueltos como oxigeno, solidos en suspensién, y microorganismos como virus y bacterias. Sin
embargo, debido a factores tales como la continua miniaturizacion en la industria de los semiconductores, las
especificaciones del agua ultra pura cada vez son mas estrictas.

[0003] Tradicionalmente, el agua se purifica o trata a través de una variedad de dispositivos disponibles
de tratamiento de agua disefados para comunidades y para aplicaciones de punto de uso, por ejemplo sobre la
base de las siguientes tecnologias: carbdn activado para la retirada de componentes organicos; desinfeccion con luz
ultravioleta; intercambio de iones para la eliminaciéon de la dureza (ablandar el agua), y la desalinizacién de
membrana, tal como ésmosis inversa (Ol) o nanofiltracion (NF). Sin embargo, la nanofiltracion es relativamente
nueva en el campo de la tecnologia de tratamiento de agua. Una membrana de NF produce agua dulce mediante la
retencién de la dureza, creando iones divalentes presentes en el agua. Una membrana de NF permite que un alto
porcentaje de iones monovalentes, tales como sodio y cloruro, pasen mientras se mantiene un alto porcentaje de
iones divalentes. Son los iones monovalentes los que crean la presion osmética que requiere la moderada a alta
presion necesaria para bombear agua a través de una membrana de OIl. Por lo tanto, las membranas de
nanofiltracién requieren mucha menos presion para bombear agua a través de la membrana debido a que la fuerza
de conduccién hidraulica no tiene que superar el efecto de la presién osmaética derivada de los iones monovalentes.
En términos generales, las membranas de Ol utilizadas para aplicaciones de tratamiento de agua residencial y
comercial eliminan todos los sélidos disueltos en aproximadamente un 98%, mientras que las membranas de
nanofiltracién eliminan iones divalentes (componentes de la dureza: calcio y magnesio) en aproximadamente un
90% e iones monovalentes (cloruro de sodio) en aproximadamente un 50%.

[0004] Los dispositivos de desalinizacion que utilizan elementos de membrana (por ejemplo: Ol o NF)
siempre crean dos corrientes de agua al salir el agua del elemento, agua de producto desalinizado (que ha pasado a
través de la membrana), y una salmuera de residuos (que ha fluido a través de la membrana de superficie). Esta
corriente de salmuera de residuos es necesaria para eliminar las sales y los minerales fuera de la membrana para
evitar la acumulacion de suciedad en la superficie de la membrana. Si la acumulaciéon de sales y minerales en el
agua alimentada a una membrana se produce de forma continua, las sustancias disueltas pueden precipitar y formar
una pelicula soélida, ensuciando de la superficie de la membrana. Ademas, contaminantes y particulas coloidales
también pueden adherirse a la superficie de la membrana y causar la contaminacion. Con muchos contaminantes
transmitidos por el agua, si una membrana se vuelve irreversiblemente escalada, o sucia, no puede limpiarse y debe
ser reemplazada. Esta caracteristica de los procesos de membranas plantea un problema importante en la reduccion
de los residuos de efluentes, especialmente en sistemas de tratamiento de agua de punto de uso (POU), que son
tipicamente compactos y son de la forma mas econdémica posible.

[0005] Los dispositivos de intercambio iénico se utilizan también para suavizar las llamadas "aguas
duras". El problema con los sistemas de ablandamiento de agua por intercambio idnico es quitar los componentes de
la dureza del agua (iones de calcio y magnesio) intercambiandolos por iones de sodio para crear lo que se llama
"agua dulce". Cuando se realiza la regeneracion del medio de intercambio iénico, una corriente de agua concentrada
de sodio, cloruro, calcio y magnesio va a través del sistema de desaglie, creando un problema de eliminacion de
residuos ambiental. Un ejemplo de un sistema de purificacion de agua de este tipo se describe en la patente US
5.741.416 para un "sistema de depuracion de agua que tiene pares plurales de filtros y una camara de contacto de
ozono"; describiendo un sistema de purificacion de agua que es efectivo para oxidar contaminantes organicos y
destruir la mayor parte de las bacterias, virus y otros microbios en estas corrientes de agua. Sistemas que implican
membranas de didlisis que son selectivas para cationes monovalentes también se han descrito en WO 2004/099088.

[0006] Por consiguiente, existe una continua necesidad de sistemas de purificacion de agua para el
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tratamiento de agua que esta o puede estar contaminada con componentes quimicos, biolégicos y/o contaminantes
radiolégicos, tanto para uso doméstico normal, como para la investigacion avanzada, uso industrial y farmacéutico.

[0007] Dado que la contaminacion o las amenazas de contaminacién del agua son a menudo de un
caracter muy local, por ejemplo, en un barco o un pueblo alejado o en un campamento, hay una necesidad de un
sistema de purificacién de agua fijo o movil que pueda instalarse rapida y facilmente en un lugar de contaminacion
real o potencial. De especial importancia es un sistema que sea efectivo para eliminar los contaminantes de un
suministro de agua real o potencialmente contaminado, tal como agua del mar, para producir agua tratada que sea
apta para el consumo humano.

[0008] Desde el descubrimiento de las proteinas de transporte de agua de acuaporina, que se distinguen
por su capacidad de transportar selectivamente moléculas de H,O a través de membranas biolégicas, ha habido un
cierto interés en la elaboracién de una membrana artificial de agua que incorpore estas proteinas, ver la solicitud de
Patente US 20040049230 "Membranas biomiméticas", cuyo objetivo es describir como las proteinas de transporte de
agua estan incrustadas en una membrana para permitir la purificacion del agua. La forma preferida descrita tiene la
forma de un disco de filtro convencional. Para fabricar un disco, una monocapa de 5 nm de espesor, de copolimero
de tribloque sintético y proteina se deposita en la superficie de un disco de 25 mm de ultrafiltraciéon comercial
utilizando una artesa de Langmuir-Blodgett. La monocapa en el disco se reticula a continuacion, utilizando luz UV
para el polimero para aumentar su durabilidad. El dispositivo puede ser analizado mediante la instalacién en una
camara que fuerza agua de la fuente a presion a través de la membrana. Sin embargo, no existe una orientacion de
como se debe seleccionar un copolimero tribloque sintético ni existe ningun dato en soporte de la propia funcion de
la acuaporina incrustada.

[0009] Se ha sugerido que una tecnologia de purificacién de agua podria crearse mediante la expresién
de la proteina acuaporina en vesiculas bicapa lipidica y fundir estas membranas sobre soportes porosos, ver James
R. Swartz, pagina de inicio:

http://chemeng.stanford.edu/01About the Department/ 03Faculty/Swartz/swaftz.html.

[0010] La invencion tiene como principal finalidad el desarrollo de una membrana de filtracion de agua industrial y el
dispositivo que comprende acuaporinas incorporadas en una membrana capaz de purificar el agua con la mas alta
pureza, por ejemplo, 100%. Ninguna técnica o filtros conocidos hoy en dia se pueden realizar esta tarea.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0011] La presente invencion se refiere en un aspecto a una membrana para el filtrado de agua, que
comprende proteinas de transporte de agua de acuaporina que se han reconstituido en vesiculas de lipidos, y se
han transformado en una capa soportada para formar una membrana de filtracién de agua segun la reivindicacion 1.

[0012] Las ventajas de las membranas de agua de la invencién incluyen la desalinizacion eficiente de
agua de mar (97-98% del agua de la tierra es agua de mar), sin la necesidad de productos quimicos de
desalinizacién y el suministro de filtros de desalinizacién transportables (un dispositivo a modo de “filiro de café”
capaz de separar agua Yy sal), purificacion eficiente del agua para la industria de semiconductores, purificacién del
agua potable/agua doméstica robusta y purificacion de agua sin uso de electricidad, por ejemplo, en paises del
tercer mundo.

[0013] De este modo, la invencién se refiere, en un aspecto, a una membrana de agua que comprende
una construccién de sandwich que tiene al menos dos capas de soporte permeables separadas por al menos una
bicapa lipidica que comprende canales de agua de acuaporina funcionales. De esta manera, el soporte permeable o
poroso permitira a las moléculas de agua penetrar a través del soporte para llegar dicha por lo menos una bicapa
lipidica depositada entre las capas de soporte. La(s) bicapa(s) lipidica(s) que comprende(n) canales funcionales de
acuaporina dispersados filtraran entonces agua solamente, o, en caso de que la acuaporina sea un canal GLpF,
también glicerol, en la capa de soporte porosa opuesta, resultando en un filirado que consiste en agua pura.
Preferiblemente, esta agua filirada es agua ultra pura (UPW), que es agua muy purificada, baja en iones, particulas,
material organico y coloides. La membrana de agua de la invencién representa una nueva generacion de
membranas de 6smosis inversa que utilizan los canales de transporte de agua conocidos mas selectivos.

[0014] En el presente contexto, una “membrana de agua, indica una estructura que permite el paso de agua,
mientras que no se permite a la vez el paso de la mayoria de otros materiales o sustancias. Las membranas de agua
preferidas de la presente invenciéon son esencialmente solamente permeables para el agua (y en algunos casos,
glicerol), mientras que no se permite el paso de solutos y otros disolventes.

[0015] En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una membrana de agua que comprende
una construccion de sandwich que tiene al menos dos monocapas de lipidos, que cuando se montan en una bicapa,
comprende canales de agua de acuaporina funcionales, separandose dichas al menos dos monocapas de lipidos
por al menos una capa de soporte permeable. En esta realizacion, la capa de soporte permeable separa asi dos
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monocapas de lipidos que son capaces de formar bicapas lipidicas cuando la capa de soporte incluye
perforaciones/pinchazos.

[0016] Otro aspecto de la invencion se refiere a un dispositivo de filtracion de agua que comprende la
membrana de agua de la invencién, opcionalmente encerrada en la membrana de la estabilizacién, que se ha
montado en un alojamiento que tiene una entrada para liquidos acuosos para la purificaciéon y la salida de agua
purificada.

[0017] La presente invencion también se refiere a un dispositivo de filtracién de agua para extraer y recuperar agua
de fluidos corporales, tales como orina, leche y sudor/perspiracion, que comprende una membrana de agua que
comprende canales funcionales de agua de acuaporina, tal como se indica en las reivindicaciones.

[0018] Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de agua pura
resultante de la filtracion de una fuente natural de agua contaminada o de agua a través de la membrana de la
invenciéon. Dicha agua pura se caracteriza por la ausencia de contaminantes, tales como sustancias disueltas o
particulas. La invencion se refiere ademas a un procedimiento para obtener agua purificada mediante el filtrado una
fuente de agua utilizando una membrana de osmosis inversa que comprende canales de acuaporina funcionales.

[0019] Ademas, un aspecto diferente de la presente invencion se refiere a una pelicula de polimero hidrofébico que
se describe en detalle a continuacion.

[0020] Finalmente, el disefio general de las membranas de agua también se cree que es aplicable a
membranas para otros fines, donde otras proteinas transmembrana que las acuaporinas se han incorporado en
membranas disefadas diferentes a las membranas de agua de la presente invencion. Estas membranas son en
todos los aspectos, excepto en la opcion de proteinas transmembrana, idénticas a las membranas aqui descritas, y
todas las descripciones sobre estas membranas se aplican mutatis mutandis a las membranas que contienen otras
proteinas transmembrana de acuaporinas.

[0021] Las proteinas transmembrana diferentes de las acuaporinas adecuadas para su inclusién en las
membranas se seleccionan, por ejemplo, pero no limitado a, cualquier proteina transmembrana encontrada en la
Base de datos de Clasificacion de Transportadores (TCDB). La TCDB puede consultarse en http://www.tcdb.org.

Ejemplos de proteinas transmembrana incluidos en la presente invencién de TCDB son:

[0022]

Toxina de formacion de canal de aerolisina

Canal de aniones de membrana de célula huésped diana agrobacteriana
Toxina de formacion de canal de a-hemolisina
Canal de alameticina

Porina de exportacion de alginato

Amoebaporo

Mastoparan péptido anfipatico

Péptido de proteina B amiloide

Canal K" de rectificador interior animal

Anexina

Regulador de apoptosis

Holina ArpQ

AS-48

Canal de cationes activado por ATP
Autotransportador

Bacillus subtilis J29 Holina

Poros celulares diana tipo Il bacteriano

Proteina de aumento de la permeabilidad bactericida
Polipéptido ciclico de bacteriocina AS-48
Bacteriorodopsina
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Canal de beticolina

Holina BlyA

Toxina botulinica y del tétanos

Porina Brucella-Rhizobium

Porina de membrana externa principal de Campylobacter jejuni
Catilicidina

Canal de cationes

Proteina de choque térmico 70 que forma canales de cationes
Cecropina

Antigeno de proteccion de antrax Bacillus que forma canales

Ceramida que forma canales

Colicina que forma canales

Colicina V que forma canales

Proteina cristalina insecticida de d-endotoxina que forma canales
E-toxina que forma canales

Citotoxina de leucocidina que forma canales
Porina clamidial

Canal de cloruro

Formador de canales de aniones de membrana de cloroplasto
Canal de soluto de membrana externa de cloroplasto
Citolisina activada con tiol que se une al colesterol
Citotoxina clostridial

Proteina de complemento C9

Canal de complejo polihidroxibutirato-Ca**

Porina corinobacteriana

Holina Cph1

Péptido natriurético tipo C

Porina cianobacteriana

Porina de ciclodextrina

Citohemolisina

Amilina citotoxica

Defensina

Dermaseptina

Toxina de la difteria

Divergicina A

Toxina de lisenina de lombriz de tierra

Canal E1 de virus de cubierta

Canal de cloruro epitelial

Canal de Na" epitelial

Proteina de membrana externa FadL

Porina de membrana externa fusobacteriana
Conexina formadora de unién de hueco

Inexina formadora de union de hueco

Porina bacteriana general

Porina OprB selectiva de glucosa
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Canal de iones activados por glutamato de receptores de neurotransmisores
Canal H' de cit bsss asociado a NADPH oxidasa de fagocito gp91°"*

Canal de gramicidina A

Motor flagelar bacteriano de translocacién de H*- o Na'-

Motor flagelar bacteriano de translocacion H*- o Na* MotAB/transporte de membrana externa ExbBD
Porina de membrana externa de helicobacter

Holina HP1

Canal de matriz-2 de virus de gripe

Defensina de insecto

Canal de cloruro intracelular

Holina j11

Holina jAdh

Holina ju53

Lactacina X

Lacticina 481

Lactocina S

Lactococina 972

Lactococcina A

Lactococcina G

Canal i6nico mecanosensible de gran conductancia

Holina S

Canal iénico activados por ligando de receptores de neurotransmisores

Holina LrgA

Holina LydA

Magainina

Proteina intrinseca principal

Melitina

Transportador (canal) de iones metalicos

Microcina E492

Porina mitocondrial y de plastidio

Porina micobacteriana

Nisina

Canal-1 de cationes no selectivos

Canal-2 de cationes no selectivos

Porina de membrana externa formadora de canales especificos de nucledsidos

Porina OmpA-OmpF

Porina OmpG

Canal de cloruro organular

Secretina de membrana bacteriana externa

Proteinas auxiliar de membrana externa

Factor de membrana externa

Porina usher fimbrial de membrana externa
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Porina de membrana externa

Receptor de membrana externa

Holina TM P2

Holina S P21

Pediocina

Fosfoleman

Pilosulina

Defensina de planta

Plasmodesmata de planta

Tionina de planta

Plantaricina EF

Plantaricina JK
Porina de cubierta externa de plastidio de 16 kDa

Porina de cubierta externa de plastidio de 21 kDa

Porina de cubierta externa de plastidio de 24 kDa

Canal catiénico de policistina

Canal ionico de poliglutamina

Equinatoxina formadora de poros

Hemolisina E formadora de poros

Toxina RTX formadora de poros

Holina M PRD1

Fragmento peptidico de priones

Membrana de célula huésped diana de Pseudomanas syringae HrpZ

Porina de pseudomonas OprP

Porina de rafinosa

Porina de Rhodobacter Porca

Canal de Ca®" del receptor de rianodina-inositol-1,4,5-trifosfato

Canal de saponina

Cadena B de toxina de Shiga

Porina de amida cadena corta y urea

Canal iénico mecanosensible de pequefia conductancia

Porina de azucar

Canal de siringomicina

Canal de siringopeptina

Holina T4

Holina T4 inmunidad

Holina T7

Taquiplesina

Canal de tolaasina

TonB-ExbB-ExbD/TolA-TolQ-TolIR de energizantes para el receptor de membrana externa (OMR)-medi-

Canal de Ca** de transitorio del receptor potencial
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Hemolisina BL tripartita

Porina de secrecion de dos socios

Canal NB de virus de gripe tipo B

Transportador de urea (canal)

Canal de urea/amida

Citotoxina vacuolizante

Quitoporina Vibrio/porina Neisseria

Superfamilia de canal de iones activados por voltaje

Porina de T. trichiura esticosoma

Toxina asesina de levadura K1

Canal de Ca®" selectiva de catién activada por tramo de levadura

[0023] Otros aspectos de la invencion incluyen el uso de la membrana de agua para extraer el exceso de
agua de soluciones o sustancias acuosas, por ejemplo, para obtener una mayor concentracién de un soluto
deseable.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0024]

La figura 1 es un diagrama que muestra los diferentes componentes de una membrana de agua de acuerdo con una
realizacién de la presente invencién que tiene bicapas lipidicas soportadas con moléculas de acuaporina
incorporadas en un ejemplo de estructura en sandwich de una membrana de agua de acuerdo con la invencion.

La figura 2 es un diagrama que muestra los diferentes componentes de una membrana de agua de acuerdo con una
realizacién de la presente invencidn que tiene bicapas lipidicas soportadas con moléculas de acuaporina
incorporadas en un ejemplo de estructura en sandwich de una membrana de agua, en donde la bicapa lipidica que
comprende los canales de acuaporina esta dentro de los poros del material de soporte permeable o poroso.

La figura 3 es un dibujo que describe el disefio de una membrana biomimética que comprende acuaporinas. La
figura muestra los diferentes componentes de la membrana de acuerdo con otra realizacion de la presente invencion
que tiene bicapas lipidicas soportadas con moléculas de acuaporina incorporadas insertadas alrededor de una
pelicula de teflén poroso.

La figura 4 es un dibujo que describe el disefio de una membrana biomimética que comprende acuaporinas. La
figura muestra los diferentes componentes de la membrana de acuerdo con otra realizacion de la presente invencion
que tiene bicapas lipidicas soportadas con moléculas de acuaporina incorporadas insertadas alrededor de una
pelicula de teflén poroso, y ademas encapsuladas en una construccién en sandwich.

La figura 5 es un diagrama que muestra los diferentes componentes de una membrana de agua que comprende una
bicapa lipidica estructurada en sandwich encapsulada con moléculas de acuaporina incorporadas.

La figura 6 es una ilustracion de la membrana de agua encapsulada de la invencién cuando se monta en una
carcasa del filtro que tiene una entrada y una salida de acuerdo con otra realizacién de la presente invencion.

La figura 7 es un diagrama que muestra los diferentes componentes de un sistema de purificacion de agua, de
acuerdo con ofra realizacion de la presente invencion. El sistema comprende los componentes de una entrada de
agua cruda, compartimiento dual de filtracion de medios, compartimiento ablandador de agua, bisulfito opcional y
adicion caustica, filtros de dsmosis inversa 1 y 2 (RO1, RO2) conectados a una bomba con un bucle para la
purificacion adicional a través de los filtros RO1 y RO2, salidas para el drenaje y tanque de almacenamiento con
compartimento de desinfecciéon UV.

La figura 8 muestra los distintos miembros del grupo de proteinas de acuaporina y acuagliceroporina.

La figura 9 es una foto de microscopio de fuerza atémica de las membranas formadas en mica. Las membranas se
han preparado de acuerdo con los protocolos descritos en el Ejemplo 1.

La figura 10 muestra un dispositivo de filtraciéon que comprende membranas de agua enrolladas en espiral de la
invencion.
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La figura 11 es una vista en seccion transversal tomada a lo largo de la linea II-ll de la figura 10.

La figura 12 es un dibujo que ilustra la preparacién de bicapas soportadas por deposicion de Langmuir-Blodgett de
lipidos de la interfaz aire-agua. La deposicion de la primera monocapa se muestra a la izquierda y de la segunda
capa a la derecha.

La figura 13 es un dibujo que ilustra el procedimiento de la fusién de vesiculas. Las vesiculas se adsorben en el
sustrato y se rompen para hacer una bicapa soportada.

La figura. 14 es un dibujo que ilustra la preparacion de la bicapa lipidica soportada mediante recubrimiento giratorio.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0025] Las células vivas estan encerradas por una membrana bicapa lipidica, que separa las células de
otras células y su medio extracelular. Las membranas de lipidos bicapa son esencialmente impermeables a agua,
iones y otras moléculas polares; sin embargo, en muchos casos, estas entidades han de transportarse rapida y
selectivamente a través de una membrana, a menudo en respuesta a una sefal extra o intracelular. La tarea de
transporte del agua se realiza mediante proteinas de canal de agua de acuaporina (Preston et al., 1992). Las
acuaporinas son cruciales para la vida en cualquier forma y se encuentran en todos los organismos, desde bacterias
a plantas para el hombre. Las acuaporinas facilitan un transporte de agua rapido y altamente selectivo, lo que
permite asi a la célula regular su volumen y su presién interna osmética segun diferencias de presion hidrostatica y/o
osmotica a través de la membrana celular. La importancia fisioldgica de la acuaporina en los seres humanos es
quizas mas evidente en el rifion, donde ~150-200 litros de agua necesitan ser reabsorbidos de la orina primaria cada
dia, es decir, la acuaporina que facilita el transporte de agua se invoca cuando el agua debe ser recuperada
rapidamente de un fluido corporal. En los rifiones, esto es posible principalmente por dos acuaporinas indicadas
AQP1 y AQP2 (11 acuaporinas diferentes se conocen en los humanos). En las plantas, las acuaporinas son también
criticas para la absorcién de agua en la raiz y para mantener el equilibrio de agua en toda la planta (Agre et al.,
1998, Borgnia et al., 1999). Los estudios de transporte de agua en diversos organismos y tejidos sugirié que las
acuaporinas tienen un poro estrecho impidiendo que cualquier molécula grande, iones (sales) e incluso protones
(H30+) e iones hidroxilo (OH-), fluyan mientras se mantiene un indice de permeabilidad extremadamente alto; ~10°
moléculas de H>O por canal por segundo (Agre et al., 1998, Borgnia et al., 1999). Hasta el afio 2000 y 2001 donde
se informo de la primera estructura en 3D de alta resolucion de AQP1 y del GIpF de acuagliceroporina de proteina
de canal bacteriano de conduccion de glicerol (Fu et al., 2000; Murata et al.; 2000; Ren et al., 2001; Sui et al., 2001),
poco se sabia sobre el origen de la selectividad del agua.

[0026] Sin embargo, basandose en las estructuras experimentales, se propusieron modelos informaticos
detallados no explicando solamente el indice de alta permeabilidad y la estricta selectividad del agua, sino también
la capacidad de las acuaporinas para evitar fugas de protones (de Groot y Grubmiuiller, 2001; Tajkhorshid et al.,
2002, Jensen et al., 2003, Zhu et al. 2003, de Groot et al., 2003, y Burykin Warshel 2003, llan et al., 2004,
Chakrabarti et al., 2004). En esencia, la arquitectura del canal de acuaporina permite que las moléculas de agua
pasen so6lo en un unico aspecto durante la afinacidon electrostatica de los controles interiores de canales de
selectividad de acuaporina contra cualquier especie cargada, es decir, el transporte de cualquier sal (ion),
suprimiéndose asi también los protones y los iones hidroxilo (de Groot y Grubmiiller, 2001; Tajkhorshid et al., 2002,
Jensen et al., 2003, Zhu et al. 2003, de Groot et al., 2003, y Burykin Warshel 2003, llan et al., 2004 , Chakrabarti et
al., 2004). En pocas palabras, esto implica que las moléculas de agua soélo atraviesan el poro de agua de
acuaporina, nada mas.

[0027] Cada unidad en un canal de acuaporina transporta ~10° moléculas de H2O/seg, es decir, ~4 x 10°
moléculas/canal/seg. Por lo tanto, 1 g de acuaporina es capaz de transportar ~720 litros de agua por segundo a una
presion muy alta. El agua resultante del filtrado a través de un canal de acuaporina funcional es agua ~100%
purificada, ausente de iones, particulas, materia organica y coloides, por ejemplo, que consiste en ~100% H-O.

[0028] La familia de acuaporinas de proteinas de membrana tal como se usa aqui incluye también
proteinas GLpF, ademas de moléculas de agua también canaliza glicerol. Una acuaporina preferida es de origen
vegetal, tal como una acuaporina TIP, una PIP, o una PIN, ver la figura. 8.

[0029] Las membranas de la invencion descritas a continuacion soélo dejaran pasar el agua, lo que facilita
la purificacion del agua, su desalinizacion, y la concentracion molecular a través de dsmosis inversa. Las
acuaporinas son conocidas para excluir el paso de todos los contaminantes, incluyendo bacterias, virus, minerales,
proteinas, ADN, sales, detergentes, gases disueltos, protones e incluso de una solucién acuosa, pero las moléculas
de acuaporina son capaces de transportar el agua debido a su estructura. La familia de las acuagliceroporinas
relacionadas (GLpF) son ademas capaces de transportar glicerol. Todos los dominios transmembrana de acuaporina
comprenden alfa-helicoidales que anclan la proteina en una membrana y dos bucles muy conservados de NPA (Asn-
Pro-Ala) que se unen vértice a vértice en el centro de la proteina para formar una especie de forma de reloj de
arena. Se ha demostrado que el movimiento del agua es simétrico y puede proceder en cualquier direccion; este
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hecho es importante porque este proceso no consume energia. El agua se mueve a través de la membrana en una
direccion particular debido a la presion hidraulica u osmatica.

[0030] En consecuencia, el agua purificada se puede obtener a partir de fuentes no potables o, si el agua
de la fuente contiene sustancias quimicas de interés, el agua puede ser eliminarse selectivamente, dejando una alta
concentracion de las sustancias quimicas deseadas en la camara de entrada. Es importante destacar, sin embargo,
que las acuaporinas también son adecuadas para esta invencion por razones distintas a su selectividad en exclusiva
para el agua. Muchos miembros de esta familia de proteinas son capaces de soportar las duras condiciones de las
fuentes de agua contaminada sin perder la funcién. Las acuaporinas resisten la desnaturalizacion o que se
deshagan en la exposicidon a acidos, voltajes, detergentes, y el calor. Por lo tanto, la membrana de la invencion
puede utilizarse para purificar el agua mineral contaminada con materiales que podrian dafiar o destruir otras
membranas, y puede utilizarse en areas que experimentan altas temperaturas de manera consistente.

[0031] Las acuaporinas también son mutables. Como las proteinas pueden expresarse especificamente
en bacterias huésped de acuerdo con una secuencia genética que influye en su forma y funcion final, un técnico
puede cambiar facilimente su cédigo genético con el fin de cambiar las caracteristicas de la proteina. Por lo tanto, la
proteina puede disefiarse para cumplir con una aplicacion deseada que puede ser diferente de la funcion original de
la proteina. Por ejemplo, cambiando simplemente un residuo de aminoacido particular, cerca del centro del canal de
agua a cisteina, las acuaporinas producidas se unirian a cualquier mercurio libre en la solucién y dejarian de
transportar agua debido a la obstruccion. Por lo tanto, estas proteinas mutantes utilizadas en un dispositivo de
membrana podrian detectar contaminacién por mercurio en una muestra de agua con sélo cesando el flujo cuando la
concentracion de la sustancia toxica aumenta demasiado.

[0032] Por ultimo, las nuevas membranas a base de proteinas son también muy baratas de producir. Las
micro-vesiculas de lipidos que comprenden fracciones de la membrana celular con AQP1 derivada de glébulos rojos
bovinos son una fuente barata de acuaporinas.

[0033] Por otra parte, la acuaporina se puede recoger en cantidades de miligramos de ingenieria de cepa
bacteriana E. coli. Se estima que alrededor de 2,5 mg de proteina pura se pueden obtener de cada litro del cultivo
que la produce, ver la solicitud de patente US 20040049230.

[0034] Asi, aqui se describen procedimientos y aparatos que utilizan componentes bioldgicos para lograr
la produccion altamente eficiente de agua completamente pura a partir de agua sucia, salada, o contaminada de otra
manera. La invencion demuestra la integracion de las proteinas bioldgicas transportadoras de agua con un
dispositivo externo, y sefiala el camino hacia una via de fabricacién capaz de producir dispositivos de depuracion de
agua a gran escala.

1°" aspecto de la invencién

[0035] En el primer aspecto de la invencion descrito anteriormente, la membrana de agua comprende una
construccién en sandwich que tiene al menos dos capas permeables de soporte separadas por al menos una bicapa
lipidica comprendiendo canales de agua de acuaporina funcionales.

[0036] La membrana de agua del primer aspecto de la invencion consiste asi en una membrana de
lipidos anfifilicos, tal como una membrana compuesta de lipidos descritos en la Tabla 1. Por lo tanto, la(s) bicapa(s)
de lipidos(s) consiste(n) esencialmente en lipidos anfifilicos seleccionados del grupo formado por fosfolipidos,
fosfoglicéridos, esfingolipidos y cardiolipina, asi como sus mezclas, por ejemplo, fosfolipidos tales como 1,2-
dipalmitoilo-sn-fosfatidilcolina (DPPC), o mezclas de fosfolipidos.

[0037] Alternativamente, las bicapas lipidicas pueden consistir esencialmente en, o contener, lipidos
polimerizables, ver la Tabla 1.

[0038] La membrana de agua de la invencién comprende asi canales de agua de acuaporina
reconstituida sobre un soporte poroso. Los materiales de soporte Utiles con una superficie hidrofilica para la
preparacion de las membranas de agua de acuerdo con la invencion se seleccionan preferentemente de mica, tal
como muscovita, cinta de mica, polisulfona, AlO; y materiales poliméricos que tienen una superficie hidrofilica, por
ejemplo, celulosa. Los materiales de soporte son esencialmente planos, lo que significa que el soporte es
preferiblemente plano, pero la curvatura del soporte es admisible, tal como es necesario cuando se fabrican filtros
enrollados en espiral. En este caso, el material de soporte es preferentemente flexible, tal como membranas de
celulosa.

[0039] El soporte poroso puede comprender preferentemente un material tal como mica que tiene una
estructura esencialmente plana con una superficie hidrofilica y en la que se han formado micro o nano poros, por
ejemplo, por grabado. Por lo tanto, en una realizacién del primer aspecto, la capa de soporte permeable comprende
una capa hidrofilica esencialmente plana que comprende mica o cinta de mica con un espesor de capa en una
escala de mm a micras, y en donde se han formado nanoporos que tienen un didametro menor de aproximadamente
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50 nm (normalmente en el rango de 10-40 nm) (por ejemplo, por grabado, tal como mediante una técnica de
grabado de pista). La mica es preferentemente muscovita.

[0040] Las capas permeables de soporte pueden incluir también una superficie de la membrana
hidrofilizada, tal como una membrana seleccionada del grupo formado por membranas de silicona, polisulfona, AlO-
y polimeros tales como celulosa con una superficie hidrofilica, en donde se han formado nanoporos que tienen un
diametro de menos de aproximadamente 50 nm (tipicamente en el rango de 10-40 nm).

[0041] La membrana de lipidos que comprende canales de acuaporina puede ser una bicapa semejante a
la constitucion natural de las membranas celulares bioldgicas, o la membrana de lipidos puede consistir en varias
bicapas de vesiculas de lipidos depositadas fusionadas. Los lipidos son preferentemente de naturaleza anfifilica,
tales como fosfolipidos (o fosfoglicéridos), esfingolipidos y cardiolipina. Al depositar las capas de lipidos en el
sustrato poroso, los canales de acuaporina preferentemente pueden ser depositados junto a los ya existentes o en
los poros en el material de soporte.

[0042] El soporte permeable o poroso utilizado en realizaciones preferidas de la invencion se prepara
preferentemente de acuerdo con R.M. Webber, J.L. Anderson, M.S. John, Macromolecules 23 (1990), 1026-1034, en
el cual se describe que:

"Las membranas estaban hechas de delgadas laminas de mica muscovita, de aproximadamente 7 nm de espesor,
mediante una técnica de grabado de pista. Con membranas grabadas con pista, los poros se crean al grabar las
pistas creadas por fragmentos de fisién colimada de una fuente de californio 252, con una solucién de &acido
fluorhidrico. El nimero de poros (n) se controla mediante el tiempo de exposiciéon de la membrana a la fuente de
fisién, mientras que el radio de poro se determina por el tiempo de grabado, la temperatura y la concentracién del
bafio de &cido fluorhidrico acuoso. Los poros son de tamafio uniforme y perpendicular a la superficie de la
membrana. La uniformidad del tamafo de poro es una caracteristica importante de estas membranas, porque una
distribucién importante de tamafio de poros daria lugar a resultados ambiguos para el espesor hidrodinamico de la
capa de polimero debido al flujo sesgado a través de los poros de mayor tamafio. La fraccién de area de los poros
en seccion transversal de la parte irradiada de las membranas era de aproximadamente el 1%, por lo tanto, el
numero total de poros individuales, modelados mediante una distribuciéon binomial de tamafios de poros, fue superior
al 96%. La longitud del poro (1) iguald el espesor de la membrana, ya que los poros eran perpendiculares respecto a
la cara de membrana; el espesor se determiné a partir de las dimensiones conocidas y el peso de la membrana."

[0043] Se prefiere obtener un numero final y una distribucion de poros que sea aproximadamente igual al
numero y la distribucion de canales de acuaporina en la capa de lipidos.

2° aspecto de la invencion

[0044] También es posible reconstituir canales de agua de acuaporina en una bicapa lipidica plana
montada alrededor de una membrana de soporte poroso con una superficie hidrofébica, tal como una pelicula de
teflén, donde monocapas de lipidos se montan a cada lado de la membrana de soporte porosa. En los poros de la
membrana de soporte porosa se montaran las bicapas lipidicas, donde los canales de agua de acuaporina se
pueden reconstituir.

[0045] El segundo aspecto de la invencion esta asi constituido por una membrana de agua que
comprende una construccion en sandwich con al menos dos monocapas de lipidos, que cuando se monta en una
bicapa, comprende canales de agua de acuaporina funcionales, estando dichas por lo menos dos monocapas de
lipidos separadas mediante al menos una capa de soporte permeable. Tipicamente, la capa de soporte comprende
un material hidrofébico perforado que forma la superficie de contacto con las monocapas de lipidos y en el que la
bicapa lipidica se forma en las perforaciones del material perforado hidrofobico.

[0046] Se prefiere que el material hidrofébico tenga un grado de hidrofobicidad que corresponda a un
angulo de contacto de al menos 100° entre una gota de agua desionizada y el material hidrofébico, donde se realiza
la medicion del angulo de contacto a 20°C y de la presion atmosférica, pero superiores grados de hidrofobicidad se
prefieren, tales como los correspondientes a angulos de contacto de al menos 105°, 110°, 120° y 120°. Los
materiales hidrofébicos preferidos son parafilm o teflén.

[0047] El material hidrofébico es tipicamente plano (pero puede ser flexible y por lo tanto curvo) y las
perforaciones estan normalmente distribuidas de manera uniforme y sustancialmente todas de la misma forma
geométrica en el plano intermedio entre las 2 superficies del material hidrofébico, proporcionandose a continuacion
los detalles relacionados con las perforaciones en el material hidrofébico.

[0048] El "plano intermedio" se define como el plano que consiste en de puntos desde los cuales la
distancia perpendicular a cualquiera de las dos superficies del material hidrofébico plano es la misma.

[0049] El tamafio de las perforaciones en el material hidrofébico debe asegurar meramente que se
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pueden formar bicapas estables de lipidos anfifilicos en las perforaciones, de manera que pueden tener tamafnos en
el rango de nm, ym o mm.

[0050] El material hidrofébico esta preferentemente perforado de tal manera que la relacion entre el area
de perforacion y el area no perforada del material se maximiza, ya que esto proporciona una superficie maxima de
bicapa lipidica con acuaporinas para realizar el transporte del agua. El patrén constituido por las perforaciones es asi
de importancia, ya que es la distancia entre cada perforacién. Un patrén 6ptimo es una disposicion hexagonal de las
perforaciones con un “espesor de pared” minimo entre cada perforacion en el patréon. Sin embargo, el patron
cuadratico también puede resultar suficiente.

[0051] La membrana de agua del segundo aspecto de la invencion, por lo tanto, también comprende una
membrana de lipidos anfifilica, tal como una membrana que comprende los lipidos que se describen en la Tabla 1.
Asi, la(s) bicapa(s) de lipidos(s) consiste(n) esencialmente en lipidos anfifilicos seleccionados del grupo formado por
fosfolipidos, fosfoglicéridos, esfingolipidos y cardiolipina, asi como sus mezclas, por ejemplo, fosfolipidos tales como
1,2-dipalmitoilo-sn-fosfatidilcolina (DPPC), o mezclas de fosfolipidos. La diferencia con el primer aspecto es sobre
todo que la membrana sélo constituye una bicapa en las zonas donde el soporte hidrofébico esta perforado,
mientras que los lipidos se organizan con sus extremos hidréfobos hacia el soporte hidrofébico y los extremos
hidrofilicos hacia el medio acuoso.

Preparacién de bicapas

[0052] La permeabilidad intrinseca del material de la membrana debe estar asegurada. Un material con
baja permeabilidad es preferible, sin embargo, debe al mismo tiempo ser robusto y capaz de incorporar acuaporinas
2D para constituir una matriz de filtrado conjunto estable y denso. Varios procedimientos se utilizan para preparar el
bicapas lipidicas de soporte. Una técnica simple es el procedimiento de Langmuir-Blodgett. Una solucion de lipidos
en un disolvente organico apropiado se extiende en una subfase acuosa en una artesa de Langmuir y el solvente
organico se evapora. Un par de barreras moviles se utilizan para comprimir la pelicula de lipidos lateralmente a una
presion de superficie deseada. Luego, el sustrato se pasa verticalmente a través de la pelicula, transfiriendo asi de
una capa de lipidos de una molécula de espesor (monocapa) en el sustrato (ver la fig. 12). Una segunda monocapa
puede transferirse mediante el paso del sustrato a través de la pelicula otra vez. Un total de tres monocapas han
sido transferidas mediante el procedimiento de deposicién vertical (Langmuir-Blodgett), sin embargo, una cuarta
capa puede ser transferida mediante la deposicion horizontal, llamada de Langmuir-Schaeffer (LS), de la ultima
capa. Los procedimientos se pueden utilizar con una variedad de lipidos. Las membranas biolégicas nativas a
menudo son asimétricas. Ambos LB y LS ofrecen la posibilidad de preparar bicapas asimétricas. Esto se hace
mediante el intercambio de la pelicula de lipidos en la subfase entre las deposiciones.

[0053] Otra forma de preparar bicapas soportadas es el procedimiento de fusion de vesiculas (Brian y
McConnell 1984). Una solucién de pequeiias vesiculas unilamelares (SUVs) se aplica sobre la superficie de una
pieza de silicio hidrofilizada o mica recién separada. Cuando la muestra se deja a temperatura baja (4°C) las
vesiculas se funden con la superficie para hacer una bicapa continua (fig. 13). Sin estar sujeto a ninguna teoria, se
ha hipotetizado que las vesiculas se adsorben primero en la superficie del sustrato, a continuacién se fusionan para
crear una estructura plana a modo de panqueque y, finalmente se rompen y se extienden hacia fuera, resultando en
una unica bicapa en la superficie (Reviakine y Brisson 2000). También se ha sugerido que después de la fusion con
el sustrato, sélo la parte de la vesicula que estd en contacto directo con el sustrato se convierte en la bicapa
soportada (Leonenko et al. 2000). Con este mecanismo, las vesiculas se rompen en los bordes con la mayor
curvatura y la parte superior de la bicapa puede migrar entonces a la superficie del sustrato para aumentar el
tamano de la bicapa soportada formada. Se ha informado que se forman bicapas en cuestién de minutos al aplicar la
solucion sobre el sustrato (Tokumasu et al. 2003), pero este tiempo de incubacion corto puede resultar en bicapas
incompletas. También se ha informado de horas o una noche de incubacion (Reimhult et al. 2003, Rinia et al. 2000).

[0054] Una tercera técnica que se puede utilizar para preparar las bicapas soportadas es el recubrimiento
giratorio (Reimhult et al. 2003, Simonsen y Bagatolli 2004). En el recubrimiento giratorio el lipido se disuelve en un
solvente adecuado y una gota se coloca en el sustrato, que luego se rota mientras el solvente se evapora y se
produce un recubrimiento de lipidos. Dependiendo de la concentracion de la solucion de los lipidos, la pelicula
recubierta giratoria consiste en una o varias bicapas lipidicas. Sin embargo, tras la hidratacién las multiples capas se
han demostrado inestables, y usualmente sélo una bicapa soportada permanece en la superficie (fig. 14). Este
procedimiento es facil y répido, y se ha hecho con lipidos de baja fusion (POPC), asi como con lipidos intermedios
(DPPC) y con una temperatura de transicion muy alta (ceramida). Los lipidos utiles incluyen, por ejemplo,
fosfolipidos y lipidos anfifilicos.

[0055] Cuando uno también quiere incorporar péptidos y proteinas en las bicapas soportadas, la técnica
de fusion de vesiculas es la mas aplicable, ya que los procedimientos mencionados implican la solubilizacién de las
proteinas o péptidos en solventes organicos. Muchas proteinas de membrana puede desnaturalizarse en solventes
organicos, especialmente si contienen grandes dominios expuestos a la solucion acuosa a ambos lados de la
membrana. Por tanto, se prefiere insertar los péptidos o proteinas en las vesiculas. Muchos péptidos y proteinas
como acuaporinas pueden co-solubilizarse con lipidos en el solvente organico antes de la formacion de vesiculas, y
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el péptido que contiene las vesiculas se aplica a continuaciéon al sustrato. Esto se ha hecho con una serie de
péptidos, por ejemplo WALP (Rinia et al. 2000), gramicidina (Mou et al. 1996), clavanina A (Van Kan et al. 2003) y
proteina amiloide p (Lin et al 2001). Las proteinas de la membrana tales como acuaporinas preferentemente se
insertan en vesiculas por otros medios. Esto se puede hacer usando las estrategias para la reconstitucién de las
proteinas de membrana en las vesiculas, tal como se describe para citocromo ¢ oxidasa como proteina modelo en la
introduccion de capitulo 4 de las paginas 41-45 de la tesis que aqui incorporada "Supported bilayers as models of
biological membranes" por Danielle Keller, febrero de 2005, centro MEMPHYS de fisica de biomembranas,
Departamento de Fisica, Universidad del Sur de Dinamarca y Centro de Polimeros Danés, Riso National Laboratory,
Dinamarca.

[0056] El apilamiento de multiples capas de matrices 2D individuales es posible y puede ser deseable.
Las dimensiones finales de las matrices apiladas dependeran de la solidez general y de la permeabilidad intrinseca
del material de la membrana/composicidon de la membrana elegido. El apilamiento puede apartarse de un sistema
donde las proteinas trivialmente estan incrustadas en una bicapa lipidica unica, y probablemente soportada. Una
serie posterior de eventos de hundimiento de vesiculas sobre la bicapa soportada podrian proporcionar dispositivos
de unidad de filtrado de multiples capas, ya que las vesiculas son requisito previo reconstituido con una acuaporina
apropiada. La incorporacion del dispositivo de unidad apilado en una membrana de estabilizacion o matriz polimérica
de estabilizacion y el posterior cosido de dichas unidades individuales daria una malla de filtrado global,
eventualmente a través de procesos de automontaje.

Caracteristicas comunes de los aspectos de la invencion

[0057] Una serie de caracteristicas son comunes para los diferentes aspectos de la invencién:

Las acuaporinas Utiles para la preparacion de las membranas de agua de acuerdo con la invencion son: AQP1, TIP,
PIP, NIP, ver la figura. 8, y las mezclas y sus hibridos. Las acuaporinas de origen vegetal son especialmente
deseables, ya que el riesgo de incluir contaminantes, tales como virus patdégenos y priones, que son perjudiciales
para los seres humanos, es muy reducido. Ademas, las acuaporinas de plantas son productos de genes naturales
de plantas y pueden sobreexpresarse y producirse en plantas.

[0058] El canal de agua de acuaporina preferentemente se selecciona del grupo consistente en
acuagliceroporinas (GLpF), tal como un canal GLPA, un canal GLPB1, un canal GLPB2, un canal GLPB3, y un canal
GLPY2, y mezclas y sus hibridos.

[0059] Las membranas de agua de la invencidon estan preferiblemente dentro de una membrana
permeable o porosa de estabilizaciéon, que puede ser rigida o flexible y que puede servir como proteccion de la
membrana de agua, asi como un filtro previo para excluir el material en particulas gruesas de los liquidos acuosos
que se purifican. Como alternativa o adicionalmente, la membrana de agua de la invencion puede depositarse en un
disco de filtro para crear un filtro de agua.

[0060] Los materiales utiles para la estabilizacion de la membrana, opcionalmente utilizados para
encerrar las membranas de agua de la invencién son membranas de silicona microporosa que tienen un tamafio de
poro relativamente pequefio y que se solidifican a temperatura ambiente o a una temperatura por debajo de 50°C
aproximadamente.

[0061] Los lipidos utiles para la reconstitucion de las acuaporinas y formacion de las bicapas lipidicas
son: POPC, DPPC, ceramida, ver la Tabla 1 y las mezclas de los mismos.

[0062] La tabla 1 es una lista de los lipidos utiles para la formacién de bicapas lipidicas que se utilizaran
en las membranas de agua de la invencion:

Fosfatidilcolinas:

[0063]

1,2-dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)
1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
1,2-diestearoilfosfatidilcolina (DSPC)
1,2-dioleoilfosfatidilcolina (DOPC)
1,2-dimiristoleoilfosfatidilcolina
1,2-dipalmitoleoilfosfatidilcolina
1,2-dipetroselinoilfosfatidilcolina
1,2-dielaidoilfosfatidilcolina
1,2-dilinoleoilfosfatidilcolina
1,2-dilinolenoilfosfatidilcolina
1,2-dieicosenoilfosfatidilcolina
1,2-diaraquidonoilfosfatidilcolina
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1,2-dierucoilfosfatidilcolina
1,2-dnervonoilfosfatidilcolina
1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC)
1-palmitoil-2-linoleoilfosfatidilcolina
1-palmitoil-2-araquidonoilfosfatidilcolina
1-palmitoil-2-docosahexaenoilfosfatidilcolina
1-estearoil-2-oleoilfosfatidilcolina (SOPC)
1-estearoil-2-linoleoilfosfatidilcolina
1-estearoil-2-araquidonoilfosfatidilcolina
1-estearoil-2-docosahexaenoilfosfatidilcolina
1-oleoil-2-palmitoilfosfatidilcolina
1-oleoil-2-estearoilfosfatidilcolina
1,2-didocosahexaenoilfosfatidilcolina

Fosfatidiletanolaminas;

[0064]

1,2-dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE)
1,2-dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE)
1,2-diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE)
1,2-dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE)
1-palmitoil-2-oleoilfosfatidiletanolamina (POPE)
1-palmitoil-2-linoleoilfosfatidiletanolamina
1-palmitoil-2-araquidonoilfosfatidiletanolamina
1-palmitoil-2-docosahexaenoilfosfatidiletanolamina
1-estearoil-2-oleoilfosfatidiletanolamina (SOPE)
1-estearoil-2-linoleoilfosfatidiletanolamina
1-estearoil-2-araquidonoilfosfatidiletanolamina
1-estearoil-2-docosahexaenoilfosfatidiletanolamina
1,2-dielaidoilfosfatidiletanolamina
1,2-dilinoleoilfosfatidiletanolamina
1,2-dilinolenoilfosfatidiletanolamina
1,2-diaraquidonoilfosfatidiletanolamina
1,2-didocosahexaenoilfosfatidiletanolamina
1,2-dipalmitoleoilfosfatidiletanolamina

Fosfatidilgliceroles:

[0065]

1,2-dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG)
1,2-dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG)
1,2-diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG)
1,2-dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG)
1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilglicerol (POPG)
1-palmitoil-2-linoleoilfosfatidilglicerol
1-palmitoil-2-araquidonoilfosfatidilglicerol
1-palmitoil-2-docosahexaenoilfosfatidilglicerol
1-estearoil-2-oleoilfosfatldilglicerol (SOPG)
1-estearoil-2-linoleoilfosfatidilglicerol
1-estearoil-2-araquidonoilfosfatidilglicerol
1-estearoil-2-docosahexaenoilfosfatidilglicerol

Fosfatidilserinas:

[0066]

1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilserina (POPS)
1-palmitoil-2-linoleoilfosfatidilserina
1-palmitoil-2-araquidonoilfosfatidilserina
1-palmitoil-2-docosahexaenoilfosfatidilserina
1-estearoil-2-oleoilfosfatidilserina (SOPS)
1-estearoil-2-linoleoilfosfatidilserina
1-estearoil-2-araquidonoilfosfatidilserina
1-estearoil-2-docosahexaenoilfosfatidilserina
1,2-dimiristoilfosfatidilserina (DMPS)
1,2-dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS)
1,2-diestearoilfosfatidilserina (DSPS)
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1,2-dioleoilfosfatidilserina (DOPS)
1,2-didocosahexaenoilfosfatidilserina
1,2-dierucoilfosfatidilserina

Lipidos especiales:

[0067]
Cardiolipina
Lipidos bipolares

Extractos de lipidos naturales:
Fosfatidilcolina de yema de huevo
Fosfatidilcolina de corazén de bovino
Fosfatidilcolina de cerebro

Fosfatidilcolina de higado de bovino
Fosfatidilcolina de soja
Fosfatidiletanolamina de E. Coli
Fosfatidiletanolamina de corazén de bovinos
Fosfatidiletanolamina de cerebro
Fosfatidiletanolamina de higado de bovino
Fosfatidiletanolamina de huevo
Fosfatidilinositol de higado de bovino
Fosfatidilinositol de soja

Fosfatidilserina de cerebro

Fosfatidilserina de soja

Lipidos polimerizables:

[0068]

1,2-di-10,12-tricosadiinoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DTPC)
1,2-di-10,12-tricosadiinoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DTPE)
1-palmitoil-2,10,12-tricosadiinoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PTPE)
(DC-8,9PC [1,2-bis(10,12-tricosadiinoil)-sn]-glicero-3-fosfocolina
diPhyPC [1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfocolina]

Sistemas de tratamiento de agua y dispositivos de filtrado de agua

[0069] En una realizacion, la invencion tiene la forma de un disco de filtro convencional, ya que es facil
para estudiar su funcionalidad. Para fabricar este disco, una bicapa de membrana de fosfolipidos que comprende
proteina de acuaporina funcional se deposita en la superficie de un disco de 25 mm de ultrafiltracién comercial
utilizando una artesa de Langmuir-Blodgett. En una realizacion preferida de la invencion, la membrana de agua se
enrolla en espiral opcionalmente junto con membranas convencionales para formar un médulo RO enrollado en
espiral, ver las figuras. 10y 11.

[0070] El disco de filtro se monta en una camara cerrada con una entrada y una salida, tal como una
camara de disco de filtro conectada a través de un tubo a una fuente de agua con una bomba que impulsa el agua a
presion de la fuente través de la membrana y sale a través de la salida. El dispositivo se considera funcional cuando
s6lo agua pura lleva a través del otro lado de la membrana y los solutos contaminantes permanecen concentrados
en la camara de origen. La solucién contaminada debe ser presurizada para superar la tendencia natural del agua
pura a fluir en el compartimiento de la camara que tiene el mayor nimero de particulas disueltas, superando asi la
presion osmotica del agua, que es de aproximadamente 10 psi para el agua potable. Es el propdsito de la membrana
de agua de la invencion invertir la dsmosis y separar el agua pura de los solutos contaminantes. Esta tendencia, o
presién osmotica, del sistema se puede expresar en libras por pulgada cuadrada (psi). Por ejemplo, la presion
osmotica del agua de mar esta en el rango de 360 a 400 psi.

[0071] Hay varios procedimientos que pueden utilizarse para permitir que el dispositivo tolere este tipo de
presiones. Un procedimiento consiste en agregar una alta concentracién de un soluto no toxico y facilmente extraible
en la camara de agua fresca para fomentar la 6smosis regular a través de la membrana, mientras la 6smosis inversa
también se esta produciendo debido a la presurizacidon de la camara. Ademas, la presidn necesaria para la 6smosis
inversa se puede reducir mediante el uso de membranas multiples acuaporinas en una cascada de camaras
selladas conectadas que contienen concentraciones de contaminantes cada vez mas pequefas. La presion
resultante para purificar el agua en cada par de camaras es una fraccion de la presién total necesaria para la
osmosis inversa. Por lo tanto, cada membrana sélo tiene que soportar una presién pequefa y tiene una mayor
probabilidad de permanecer intacta. Por lo tanto, si la diferencia de concentraciéon entre cada par de camaras era
solo del 10% en lugar del 100%, sélo 10% de la presion alta antes mencionada seria necesaria para purificar el
suministro de agua en cada union. El agua pura se produce continuamente en la camara de final con una presion y
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un flujo constantes.

[0072] La membrana de ésmosis inversa de acuaporina puede purificar el agua que posee diferentes
tipos de contaminacién en una sola etapa. Los sistemas tradicionales de alta pureza requieren varios componentes
que pueden incluir un ablandador de agua, filtros de carbon, intercambiadores de iones, UV o esterilizacién quimica,
y un conjunto de filtro de dsmosis inversa de dos pasos que debe utilizarse en combinacién antes que el agua
purificada se pueda producir. Esta elaborada puesta a punto no puede eliminar los gases disueltos o sustancias
menores de 150 Daltons de la fuente de agua, como puede la membrana de acuaporinas. Ademas, todos estos
componentes requieren de mantenimiento. Las lamparas UV requieren reemplazo y energia. Los intercambiadores
de iones necesitan ser regenerados quimicamente cuando estén llenos. Los suavizadores necesitan sal. Los
cartuchos de carbono y de ésmosis inversa deben ser reemplazados cuando se ensucian. Por ultimo, un dispositivo
de un Unico paso requeriria mucho menos espacio y pesaria mucho menos que un sistema de purificacion tipica, y
la ventaja de esta opcion es posible mediante dispositivos que tienen la membrana de agua acuaporina de la
invencioén para ser portatil.

[0073] Las membranas de acuaporina son también mas rapidas que los sistemas convencionales. Una
unidad convencional de dsmosis inversa de alta velocidad puede producir alrededor de 28,4 litros (7,5 galones) de
agua limpia por minuto. La investigacion actual muestra el movimiento de las moléculas de agua a través de una
membrana de lipidos de acuaporina saturada (0,0177 mm2) con un indice de 54 mmol/seg. (Pohl, P., Saparov, SM,
Borgnia, MJ, y Agre, P., (2001), Actas de la Academia Nacional de Ciencias 98, p. 9624-9629). Por lo tanto, una
membrana de acuaporina teérica de ésmosis inversa con una superficie de 1,0 m? puede filtrar hasta 3295 litros de
agua pura por minuto. Esa tasa es superior a 116 veces mas rapido que un purificador normal.

[0074] La presente invencion en un aspecto adicional se refiere a un sistema de tratamiento de agua para
eliminar los productos quimicos, radioldgicos, bioldgicos y/o particulas contaminantes del mismo, comprendiendo
este sistema un alojamiento unitario que tiene una entrada dispuesta para su conexién a una fuente externa de
agua, en donde el alojamiento unitario tiene dispuesto en el mismo una o mas unidades de filtracion de agua
compuestas que comprenden una membrana de agua de la invencién dispuesta para tratar el agua de la fuente
externa de agua para producir una corriente de agua ultra pura, y en donde el alojamiento unitario comprende una
salida para descargar dicho corriente de agua ultra-pura del mismo. Ejemplos de tales sistemas de tratamiento son
dispositivos de filtrado de 6smosis inversa.

[0075] Sin embargo, también es posible el intercambio de una membrana de agua de la invencién con
otras membranas que comprenden acuaporinas funcionales, por ejemplo, las membranas que contienen
acuaporinas descritas en el documento 2004/049230. Se cree que estos sistemas de tratamiento de agua y los
dispositivos de filtro aqui descritos son inventivos por derecho propio, independientemente de la naturaleza exacta
de las acuaporinas que contiene la membrana.

[0076] Asi, la invencién también incluye un dispositivo de filtrado de agua de 6smosis inversa para la
produccién de agua desalinizada de una fuente de agua salada, siendo dicha agua desalada util para la agricultura
de riego y/o como agua potable, en donde al menos uno de una(s) membrana(s) de filtracion de ésmosis inversa
final ha sido sustituida por una membrana de agua que comprende los canales de agua de acuaporina funcionales,
tal como una membrana de la invencion. Del mismo modo, la invencién también incluye un dispositivo de filtrado de
agua de 6smosis inversa para la produccién de agua ultra pura de una fuente de agua cruda, siendo dicha agua ultra
pura util en la industria de los semiconductores y/o en la industria farmacéutica, en donde al menos una de una(s)
membrana(s) de filtrado de 6smosis inversa final ha sido sustituida por una membrana dl agua que incluye canales
de agua de acuaporina funcionales. Ademas, la invencion se refiere a un dispositivos de filtrado de agua de 6smosis
inversa para la produccion de agua pura de una fuente de agua cruda util en la industria del agua municipal,
industria quimica, industria del agua potable, industria alimenticia, industria electrénica, industria de petrdleo y gas,
refinerias de industria , industria de pulpa y papel, industria metalirgica, industria minera, e industria de
alimentacioén, en donde al menos uno de una(s) membrana(s) de filtrado de 6smosis inversa final ha sido sustituida
por una membrana de agua que incluye canales de agua acuaporina funcionales. Tipicamente, una presion
osmotica se aplica a la parte posterior de dicha membrana de agua para conducir el flujo de agua. La presion
osmética normalmente se deriva de una solucion concentrada para tener una mayor presién osmética que la fuente
de agua a purificar.

[0077] La invencion también se refiere a un dispositivo de filtracion de agua para extraer y recuperar agua
de fluidos corporales, como orina, leche y sudor/transpiracién, que incluye una membrana de agua que comprende
los canales de agua de acuaporina funcionales, tal como una membrana de agua de la invencién.

[0078] El sistema de purificacion de agua y el dispositivo de filtraciéon de la presente invencidon pueden
comprender ademas un moédulo de filtracién de particulas antes de la unidad de membrana de agua, para el
tratamiento previo de la corriente de agua y la eliminacion de al menos una parte de las particulas contaminantes de
la misma.

[0079] Este modulo de filtracion de particulas funciona para reducir la carga de la unidad de filtracion de
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agua posterior, de modo que se requiere menos presion para el flujo suficiente de la corriente de agua, aumentando
asi el consumo de energia de todo el sistema y la eficiencia de operacion.

[0080] El médulo de filtracion de particulas preferentemente comprende uno o mas elementos de filtracion
seleccionados del grupo compuesto por (a) separadores de membrana de fibra hueca, y (b) elementos de
ultrafiltracion. Multiples separadores de membrana de fibra hueca y elementos de ultrafiltracion se pueden emplear
de forma alterna, para maximizar la capacidad de retirada de particulas de este moédulo de filtracién particular.

[0081] Los elementos de filtracion preferentemente comprenden dispositivos de filtracion de flujo
tangencial o de flujo cruzado, ya que son bien conocidos en la materia, para evitar la oclusién de la superficie de
filtracion.

[0082] Con el fin de reducir la vulnerabilidad de este médulo de filtracion de particulas de fallo de los
filtros individuales, y para reducir el tiempo de inactividad del sistema durante la limpieza y el mantenimiento de los
filtros individuales, este médulo de filtracion de particulas preferentemente contiene multiples elementos de filtracion
dispuestos en paralelo, cada uno de los cuales proporciona un ruta de filtracion independiente para el flujo de agua.

[0083] Se utiliza preferiblemente un filtro preliminar anterior de dicho médulo de filtracion de particulas,
que puede por ejemplo, tener una porosidad en un intervalo de aproximadamente 10 um a aproximadamente 20 um,
para filtrar las particulas grandes (tal como particulas sdlidas, esporas y bacterias) de la corriente de agua y para
extender la vida de los filtros utilizados en el médulo de filtraciéon de particulas posterior.

[0084] Dicha unidad de eliminacion de la contaminacion podra comprender bien un mddulo de
nanofiltracién (NF) o un médulo de ésmosis inversa (RO) para la eliminacion de los iones de la corriente de agua. El
modulo RO ha sido convencionalmente utilizado para este propdsito y ha demostrado ser efectivo. Ademas, la
nanofiltracién requiere menos presion y menos consumo de energia y agua en comparacion con los modulos de
osmosis inversa.

[0085] El sistema de tratamiento de agua de la presente invenciéon puede comprender ademas un tanque
acumulador hidraulico, en el que fluye el agua tratada, para el propdsito de mantener una presion uniforme en el
sistema y proporcionar un suministro constante de agua sustancialmente a la instalacion de consumo de agua
posterior.

[0086] El sistema de tratamiento de agua de la presente invencion puede comprender ademas un moédulo
de supervision de la calidad del agua, controlando una o mas variables (por ejemplo, incluyendo pero no limitado a:
concentracion de cloro, pH, conductividad, carbono organico total, oxigeno disuelto, demanda de oxigeno quimico,
turbidez, y radiactividad) que son indicativos de la calidad del flujo de agua a tratar, comparandose dichas variables
con un valor de referencia determinado por los valores observados previamente de dichas variables, identificando
una desviacién significativa de este valor de referencia, y produciendo una sefial de salida indicativa de dicha
desviacion. Se pueden utilizar sensores automaticos para hacer mediciones precisas de tales variables, y una toma
de muestras se puede utilizar para recoger muestras discretas de agua de forma regular, lo que permite el
aislamiento de una muestra del marco de tiempo cuando se produce una desviacion. Varios procedimientos
analiticos pueden realizarse en la muestra, de forma que se identifiquen los contaminantes en el agua que causan la
desviacion. Este médulo de supervision de la calidad del agua puede funcionar mas para activar o apagar el sistema
de tratamiento de agua segun sea necesario, y/o para alertar a las autoridades que la calidad del agua no esta
cumpliendo con las normas preestablecidas de calidad del agua potable.

[0087] El sistema de tratamiento de agua de la presente invencién pueden ser fijo o portatil. Es preferible
fabricar e instalar para el transporte y la implementacion vehicular, por lo que puede ser utilizado para abastecer de
agua a sitios remotos.

[0088] El sistema de la presente invencion es susceptible de ser configurado con diferentes componentes
de manera redundante en paralelo y/o en serie, para aumentar la fiabilidad del sistema y el rendimiento general del
sistema. Se reconoce, ademas, que el sistema y las realizaciones aqui descritas pueden utilizar redundancia
funcional para efectuar la eliminacion completa de los contaminantes del agua.

[0089] El sistema/dispositivo de filtracion de agua es util para purificar agua, y la invencién, tal como se
menciond anteriormente, también se refiere a procedimientos de preparacion de agua purificada, donde dichos
procedimientos comprenden que el agua pase a través de un sistema o dispositivo de la invencion. El agua asi
obtenida estara, por ejemplo, esencialmente libre de iones, particulas, materia organica y coloides, ya que tales
fracciones se han retenido en el dispositivo.

Peliculas hidrofébicas de la invencién

[0090] Tal como se desprende de la descripcion anterior del 2 aspecto de la invencion, es decir, la
membrana de agua que puede comprender un material hidrofébico en una capa intermedia de soporte flanqueada
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por monocapas de lipidos, es posible preparar un material en forma de una pelicula hidrofébica que incluye
perforaciones distribuidas uniformemente con una forma y tamafo uniforme.

[0091] Se describe una pelicula de polimero hidrofébico que comprende multiples perforaciones, en la
que dichas perforaciones se distribuyen uniformemente en la pelicula y sustancialmente la totalidad de
sustancialmente la misma forma geométrica en el plano intermedio entre las 2 superficies de la pelicula. Cuando
tales perforaciones tienen, cada una, una superficie de apertura lo suficientemente grande para permitir el paso de
vapor de agua, pero lo suficientemente pequefia para impedir el paso de agua liquida, tal como un espacio en el
rango de entre 100 nm? a 1 mm?, la pelicula funcionara de una manera equivalente a materiales como Goretex®, es
decir la pelicula es transpirable pero, no obstante, impermeable. Se cree que las peliculas son superiores a los
materiales tales como peliculas de Goretex®, porque el tamafo y la geometria de las perforaciones se encuentra
bajo un control superior.

[0092] El término "pelicula hidrofébica" en el contexto actual indica un material hidrofébico
sustancialmente plana. La pelicula es tipicamente flexible, de modo que el material plano puede alcanzar la forma de
un plano curvo (es decir, si el material se enrolla alrededor de un eje), haciendo asi la pelicula hidrofébica adecuada
como parte de un tejido de prendas de vestir y otras estructuras flexibles.

[0093] Las perforaciones tipicamente tienen una longitud maxima de corte transversal en un rango de nm
a mm, por ejemplo en el rango de micras, y la pelicula suele tener un espesor en el rango de milimetros a micras.

[0094] Tipicamente, la forma geométrica de las perforaciones se selecciona entre circular y eliptica.
Ambas formas son faciles de obtener cuando se utilizan equipos laser para la introduccion de las perforaciones en la
pelicula - por ejemplo, orificios circulares se obtienen utilizando un rayo laser estacionario, mientras que el
movimiento de la pelicula en relacidon con el rayo laser (ya sea moviendo la pelicula o el rayo laser) durante la
exposicion ofrecera una perforacion eliptica o incluso en forma de varilla. En realizaciones preferidas, las
perforaciones tienen sustancialmente la misma dimensién. El material de la peljcula suele seleccionarse de los
materiales hidrofébicos descritos anteriormente en relacion con la descripcion del 2 aspecto de la invencion.

[0095] Otros aspectos, caracteristicas y realizaciones de la invencién se desprenden de forma mas
completa de la descripcién y de las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 1
Reconstituciéon de AQP-1 en vesiculas de lipidos DPPC (proteoliposomas)

[0096] El siguiente protocolo se ha utilizado para preparar una membrana de agua de acuerdo con la
invencion.

1. Preparacién de pequeias vesiculas unilamelares (SUV)

[0097]

a. Un lipido DPPC seco se suspende en agua milli-Q para obtener una concentracion de 1,3-1,5
mM.

b. La suspension es hidratada mediante incubacion a 55°C durante 1 hora en las vesiculas
resultantes multilamelares (MLVs).

c. SUVs son preparados mediante la extrusién de la solucién MLV 12 veces a través de dos filtros
de policarbonato de 100 nm.

d. La solucion SUV se almacena a 55°C.

2. Preparacion de BioBeads™ (microesferas de poliestireno)

[0098]
a. Aprox. 4 g BloBeads™ se lavan 5 veces con agua milli-Q.
b. Las BioBeads™ lavadas son sonicadas durante 1 hora bajo agua de aspiracion.

3. Reconstitucién

[0099]

a. Un volumen apropiado de la solucién SUV se pipeta en un tubo eppendorf

b. Se afiaden 50 pl 20% Triton X-100

c. Se afiaden 10 yl AQP-1 en forma desnaturalizada en un tampén fosfato de purificacién segun el
procedimiento descrito por Zeidel et al. (1992) (Conc. 0,5 mg/ml)

d. Se aflade agua milli-Q a un volumen final de 200 |

e. La solucion se incuba a temperatura ambiente mientras se agita durante 15 min

f. Aprox. 75 mg de BioBeads lavadas se afiaden a la solucién, que a continuacion se incuba y se

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2394467 T3

agita durante 30-45 min
g. La solucion se pipeta en un tubo eppendorf limpio
h. Las etapas f-g se repiten 3 veces (4 veces BioBeads en total)
I. La solucién de proteoliposomas ya esta lista para su uso

[0100] La figura 9 muestra imagenes de microscopio de fuerza atomica (AFM) de las membranas DPPC
de muscovita, y muestra una imagen AFM de AQP1 reconstituido en membranas DPPC, que muestra que la
reconstitucion funciona y que las bicapas soportadas de las vesiculas resultantes se han hecho. El area de las
pequenas estructuras circulares en las imagenes es de aproximadamente 36 nm2, medido en las imagenes. Esto se
corresponde bien con el area de superficie de la proteina en la bicapa lipidica. Por término medio (6 imagenes de
diferentes tamanios a partir de tres areas diferentes) la proteina cubre el 48% de la superficie, y el 52% de los lipidos.
Asumiendo un area de lipidos de 0,5 nm2 la proporcion de lipidos y proteinas (LPR) calculada es de 77. Las bicapas
soportadas se hicieron mediante la fusién de vesiculas de proteoliposomas preparados con un LPR de 50.

EJEMPLO 2
Reconstitucion de AQP-1 en vesiculas de extracto de lipidos E. Coli

[0101] Se obtuvo extracto de lipido total E. coli en cloroformo a partir de Avanti Polar Uplds, (Alabaster,
AL). Los solventes (cloroformo, etanol, metanol, decano) fueron comprados a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). SM-2
BioBeads fueron adquiridos a BioRad Laboratories (Hercules, CA). El agua utilizada en todos los preparativos fue
agua ultrapura Milli-Q (18,2 MQ cm-1). Acuaporina-1 purificada de eritrocitos bovinos se obtuvo como una
suspensién de proteinas desplegadas por el Dr. Jan Enghild de la Universidad de Aarhus.

[0102] El cloroformo se evaporé de la solucion de lipidos y la pelicula de lipidos seca se hidraté con 100
mM KCI durante 30 minutos a 55°C. La solucién se agitd, y pequefias vesiculas unilamelares (SUV) se formaron
haciendo pasar la solucion 12 veces a través de dos filtros de policarbonato de 100 nm en un extrusor Lipex
(Northern Lipids, Vancouver, CD). La mezcla de reconstitucién se preparé6 mediante la adicién de Triton X-100
(Sigma) a una concentracion final de 1,25% (peso/vol), seguido de AQP-1 a una proporcién de lipidos y proteinas
(LPR) de 1000:1. Los proteoliposomas se formaron mediante la eliminacion del detergente. Esto se realizd por
adsorcion en BioBeads hidrofébicos (SM-2). Los proteoliposomas se utilizaron en el dia de la preparacion o al dia
siguiente. La solucion se almacend a 4°C entre los experimentos.

EJEMPLO 3:

Formacién de bicapas planas y estudios de fijaciéon de voltaje: AQP-1 incorporados en bicapas de lipidos sin
aumentar la conductancia ionica

[0103] Una fijacion de voltaje controla (o "fija") la bicapa (0 membrana celular) de potencial V en cualquier
nivel deseado. El procedimiento aqui utilizado mide el potencial a través de una bicapa formada en una particion
entre dos soluciones acuosas. Un electrodo de plata AgCl recubierto se coloca en una camara, y por via electronica
se compara esta tension con la tension que se mantenga (llamada tension de mando). El circuito de la fijaciéon a
continuacién pasa una corriente de vuelta a la otra camara a través de otro electrodo. Este circuito de
retroalimentacion electrénica tiene el potencial de transbicapa en el nivel deseado, incluso frente a los cambios de
permeabilidad. Lo mas importante, el dispositivo permite la medida simultanea de la corriente que se necesita para
mantener el potencial transbicapa en una tensién dada. Por lo tanto, la técnica de fijacion de voltaje indica como el
potencial de la membrana influencias el flujo de corriente iénica a través de la membrana. Esta influencia se expresa
en una relacion corriente-voltaje (I/V).

[0104] Se formaron bicapas planas a partir de soluciones n-decano (2,5% p/vol) de E.coli (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL) a través de un orificio (1,3 mm de diametro) en una particiéon de teflon que separa dos
soluciones acuosas de 0,1 M sin bufer KCI que fueron preparados el dia del experimento. Los experimentos bicapa
I/V se realizaron a 22°C con un amplificador AxoPatch200 (Axon Instruments, Sunnyvale, CA) usando cables de
AgCI recubiertos de plata como electrodos. Se construyeron protocolos 1/V fueron y los datos fueron registrados
mediante el software Clampex 9.2 (Axon Instruments, Sunnyvale, CA). Los datos fueron filtrados con paso bajo a
una frecuencia de esquina de 500 Hz (-3dB), utilizando un filtro Bessel de ocho polos (Frequency Devices, Haverhill,
MA) y después de conversion AD de 16 bits (DigiData1332A, Axon Instruments, Sunnyvale, CA) fueron almacenados
en el PC (Dell Computers, Texas) para su analisis. Los datos fueron analizados y mostrados utilizando ClampFit 9.2
(Axon Instruments, Sunnyvale, CA) y OriginPro7.5 (OriginLab, Northampton, MA).

[0105] La formacién de la bicapa se monitorizé usando un estereomicroscopio (Zeiss) equipado con una
fuente de luz fria (IntraLux 5000, Volpi, CH). Después de la deposicidon de lipidos en el orificio de particion, los
colores de la difraccion de Newton de las multicapas de lipidos fueron desapareciendo y después de unos 10
minutos se establecid una membrana de lipidos transparente "negra", rodeada por un toro de lipidos/decano mas
grueso. Este adelgazamiento se reflejo también en la evolucidon temporal en la raiz del promedio de los cuadrados
de las actuales transbicapas en IRMS potencial cero. Inicialmente IRMS era de 1,6 pA aproximadamente y se elevo
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a un valor de estado estacionario de aproximadamente 6 pA, indicando que se formé una bicapa estable. El
diametro de la bicapa era de 1200 micras aproximadamente. Después de la formacion de la bicapa, se obtuvieron
las corrientes transbicapa mediante un protocolo de etapa en el que el potencial se incrementd de -100 mV a +90
mV en incrementos de 10 mV. Cada etapa se prolongé 1000 ms con 1000 ms entre etapas.

[0106] AQP-1 se incorporo6 a la bicapa plana después de la adicion de vesiculas que contienen AQP-1 a
la solucion que forma la bicapa (2:1 vol/vol), y se obtuvieron resultados similares.

[0107] La incorporacion de AQP-1 en las bicapas lipidicas no cambidé las corrientes idnicas, pero cambio
las constantes de tiempo de la bicapa que contiene AQP-1 en comparacion con el control. En una primera
aproximacion, esta Ultima observacion se puede interpretar como cambios en las constantes dieléctricas efectivas
del toro y de la bicapa. Esto es probable, ya que la constante dieléctrica mas baja del material de proteina AQP-1 en
comparacién con el material de hidrocarburos podria dar lugar a menores constantes de tiempo, tanto en la bicapa
como en el toro.

EJEMPLO 4

Estudios de gradiente osmdtico: EI AQP-1 incorporado en bicapas de lipidos impuso un gradiente osmotico
produciendo un aumento en la concentracion de iones en la capa no agitada en el lado hipoténico.

[0108] Después de la formacion de bicapas lipidicas que contienen AQP-1, se observé un flujo de agua
activado por gradiente osmaético a través de la membrana, mediante la medicién de los cambios en la concentracion
de iones K+ en la capa no agitada cerca de la membrana.

[0109] Se construyeron electrodos K+ de doble barril utilizando capilares de vidrio de 1,2 mm de diametro
exterior (Coming 120F), de acuerdo con la técnica de Zeuthen.

[0110] Las tensiones de los electrodos de los dos barriles se registraron usando un amplificador DUO773
(WPI) interconectado con un PC (Dell Computer, Austin, TX), usando una interfaz AD/DA de 12 bits BioLogic 1401+
(Biologic, Claix, Francia).

[0111] Se realizaron registros con el electrodo de doble barril colocado en la camara posterior (cis) que
contenia 100 mM KCI tamponado con 20 mM Tris [hidroximetil]-aminometano hidrocloruro (TRIS) (T3253, Sigma, St
Louis, MO) a pH 7,2. El soporte del electrodo fue montado de manera que entr6 en la camara cis con un angulo de
45° respecto a la superficie de la soluciéon acuosa y se manipulé usando un micromanipulador hidraulico (David
Knopf Instruments, modelo 1207B) con una longitud de paso minima de 0,25 micras. La formacién de la bicapa y la
posicién aproximada del electrodo se monitorizaron usando un estereomicroscopio tal como se describe en la
seccion 5.3 y la grabacién comenz6 10-20 min después de la deposicion de lipidos. La precision global en la
distancia de bicapa-eledrodo se consider6 aproximadamente +7 ym y la distancia absoluta fue juzgada mediante de
los cambios mayores en el potencial del electrodo bajo estrecho contacto con la bicapa. El gradiente osmético a
través de la bicapa fue inducido por tener un lado frontal (trans) de la solucion KCI que contiene 4 M urea (452042V,
BDH, Poole, Reino Unido) tamponado con 20 mM TRIS a pH 7,2.

[0112] Se observé que una bicapa lipidica incorporada en AQP-1 indujo un flujo de agua en presencia de
un gradiente osmotico transbicapa.

[0113] El AQP-1 incorporado en las bicapas lipidicas aumento la concentracion de iones K+ en un 8%
aproximadamente en 20 micras de la bicapa en el lado hipoténico en presencia de un gradiente osmotico en
comparacién con la mayor concentracién de K+.

[0114] Las membranas fueron capaces de soportar gradientes osméticos 4 M.

EJEMPLO 5

Sistema de agua ultrapura compuesto por la membrana de acuerdo con la invencion.

[0115] Las figuras 10 y 11 muestran un sistema de purificacion de agua, de acuerdo con una realizacién
de la presente invencion. La figura 10 es una vista en perspectiva esquematica seccionada del elemento, y la figura
11 es una vista en seccioén transversal tomada a lo largo de la linea II-Il de la figura 10.

[0116] El elemento tiene un tubo hueco 1 dispuesto en el centro del elemento y que tiene una superficie
del mismo formada con una pluralidad de orificios pasantes 1a. Las membranas de 6ésmosis inversa 2, elementos de
paso de liquido permeados 3, y elementos de paso de liquidos de alimentaciéon 4 se enrollan alrededor de la

superficie exterior del tubo hueco 1 de la forma descrita a continuacion.

[0117] Cada membrana de osmosis inversa 2 tiene una forma similar a una bolsa en conjunto, y un
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elemento de paso de liquido permeado 3 se dispone en el mismo. Las membranas de 6smosis inversa en forma de
bolsa 2 se fijan a la superficie exterior del tubo hueco 1 con sus aberturas 2a encerrando orificios pasantes 1a
formados en el tubo hueco 1, de manera que el interior de las membranas de ésmosis inversa 2 y los elementos de
paso de liquido permeados 3 pueden comunicarse con los orificios pasantes 1a.

[0118] Cada elemento de paso de liquido de alimentacion 4 estd dispuesto entre las membranas de
0smosis inversa 2 asociadas al mismo, y los elementos de marco 5 configurados para permitir que el liquido pase a
su través estan fijados a ambos extremos del conjunto de la membrana y el elemento de paso, con lo cual se
consigue la estructura en espiral.

[0119] El elemento mencionado anteriormente se coloca en un recipiente a presion y se adapta para
suministrarse en un extremo (lado anterior) con liquido de alimentacion 6 a una presion predeterminada.

[0120] A medida que el liquido de alimentacién 6 fluye a lo largo de los elementos de paso de liquido de
alimentacion 4, se somete a una separacion de dsmosis inversa mediante membranas de 6smosis inversa 2, que se
separa en liquido permeado y un soluto. El liquido permeado, que pasa a través de las membranas de ésmosis
inversa 2, y que tiene una concentracion de solutos baja, fluye en los orificios pasantes 1a y se recoge en el tubo
hueco 1. El liquido permeado 6a se saca luego del lado posterior del elemento.

[0121] El liquido de alimentaciéon que no ha pasado por las membranas de 6smosis inversa 2 continta
fluyendo a lo largo de los elementos de paso de liquido de alimentacion 4 en el lado posterior. En el transcurso del
flujo, el liquido de alimentacion se toma en el soluto separado del liquido de alimentaciéon y se deja sobre las
superficies de la membrana, para ser liquido concentrado 6b que tiene una alta concentracion de soluto.

[0122] Hay un problema critico en la operacion del elemento, de forma que el rendimiento del elemento
disminuye debido a la polarizacién de la concentracion.

[0123] La polarizacion de la concentracion es un fenémeno en el que las sustancias incrustantes, tales
como impurezas y contaminantes contenidos en el liquido de alimentacion, se enriquecen en la superficies de la
membrana de las membranas de ésmosis inversa 2, que estan en contacto con los elementos de paso de liquido de
alimentacioén 4, de manera que la concentracién de soluto y de sustancias incrustantes del liquido de alimentacién se
hace mas alto sobre la superficie de la membrana. Como resultado, la presién osmotica se vuelve mas alta.

[0124] Cuando se produce la polarizacion de la concentraciéon, la cantidad de liquido permeado
disminuye, y las impurezas tales como gel y escala se precipitan en la superficie de la membrana. Por esta razon, la
membrana de ésmosis inversa no puede desarrollar su capacidad y el rendimiento del elemento disminuye.

[0125] La aparicién de la polarizacién de concentracion puede suprimirse haciendo que el flujo del liquido
de alimentacion sobre la superficie de la membrana sea turbulento. Por ejemplo, el flujo turbulento se produce con
mas facilidad utilizando el elemento de paso de liquido de alimentacion 4 de un espesor menor para aumentar la
velocidad lineal del liquido de alimentacion sobre la superficie de la membrana, de modo que la capa de polarizacion
de la concentracion pueda ser mas fina.

[0126] Con el elemento de paso de liquido de alimentacidén 4 con un espesor menor, sin embargo, el paso
definido por el elemento de paso de liquido de alimentacion 4 se obstruye facilmente con sustancias de incrustacion
contenidas en el liquido de alimentacion, tales como impurezas y microorganismos. Como resultado, el rendimiento
disminuye y la pérdida de presion en el liquido de alimentacién aumenta. Para mantener la calidad y la cantidad de
liquido permeado, la presion operativa para el liquido de alimentacion tiene que ser aumentarse, y por lo tanto, debe
preverse una bomba de alta presién que requiere energia eléctrica para operar y tuberias de presion, lo que resulta
en un incremento de los costes de produccion de liquidos.

[0127] Al menos una de las membranas de 6smosis inversa es una membrana de agua de acuerdo con la
invencién, que comprende canales de acuaporina y/o acuagliceroporina.

REFERENCIAS:

[0128]

1. Agre, P., M. Bonhivers, y M. J. Borgnia. (1998). The aquaporins, blueprints for cellular plumbing systems. Journal
of Biolgical Chemistry, 273, 14659-14662.

2. Borgnia, M., S. Nielsen, A. Engel, y P. Agre. (1999). Cellular and molecular biology of the aquaporin water
channels. Annual Review of Biochemistry, 68, 425-458.

3. A. A. Brian y H. M. McConnell. Allogenic stimulation of cytotoxic T cells by supported planar membranes. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81:6159-6163, 1984.

4. Burykin y A. Warshel (2003). What really prevents proton transport through aquaporin? Charge self-energy vs.
proton wire proposals, Biophysical Journal 85, 3696-3706

5. Chakrabarti, N., Tajkhorshid, E., Roux, B. y Pommes, R. (2004). Molecular basis of proton blockage in aquaporins,

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394467 T3

Structure 12, 65-74

6. Dainty, J. y C.R. House. 1966. Unstirred layers in frog skin. J Physiol 182:66-78.

7. de Groot, B. L., y Grubmiiller, H. (2001). Water permeation across biological membranes: mechanism and
dynamics of aquaporin-1 and GlpF, Science 294, 2353-2357.

8. de Groot, B. L., Frigato, T., Helms, V. y Grubmdiller, H. (2003). The mechanism of proton exclusion in the
aquaporin-1 channel, Journal of Molecular Biology 333, 279-293.

9. Fettiplace, R. y D.A. Haydon. 1980. Water permeability of lipid membranes. Physiol Rev 60:510-50.

10. Fu, D, Libson, A., Miercke, L. J., Weitzman, C., Nollert, P., Krucinski, J., y Stroud, R. M. (2000). Structure of a
glycerol-conducting channel and the basis for its selectivity, Science 290, 481-6.

11. Heymann, J. B. y Engel, A.(1999). Aquaporins: Phylogeny, Structure, and Physiology of Water Channels. News
Physiol. Sci. (14) p. 188.

12. llan, B., Tajkhorshid, E., Schulten, K. y Voth, G. (2004). The mechanism of proton exclusion in aquaporin water
channels. PROTEINS: Structure, Function, and Bioinformatics, 55, 223-228.

13. Jensen, M. O., Tajkhorshid, E., y Schulten, K. (2003). Electrostatic tuning of permeation and selectivity in
aquaporin water channels, Biophysical Journal 85, 2884-2899.

14. Z. V. Leonenko, A. Carnini, y D. T. Cramb. Supported planar bilayer formation by vesicle fusion: the interaction of
phospholipid vesicles with surfaces and the effect of gramicidin on bilayer properties usin atomic force microscopy.
Biochim. Biophys. Acta, 1509:131-147, 2000.

15. H. Lin, R. Bhatia, y R. Lal. Amyloid B protein forms ion channels: implications for Alzheimer's disease
pathophysiology. FASEB J., 15:2433-2444, 2001.

16. Montal, M. y P. Mueller. 1972 . Formation of Biomolecular Membranes from Lipid Monolayers and a Study of
Their Electrial Properties. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69:3561-3566.

17. J. Mou, D. M. Czajkowsky, y Z. Shao. Gramicidin A aggregation in supported gel state phosphatidylcholine
bilayers. Biochemistry, 35:3222-3226, 1996.

18. Murata, K., Mitsuoka, K., Hirai, T., Walz, T., Agre, P., Heymann, J. B., Engel, A., y Fujiyoshi, Y. (2000). Structural
determinants of water permeation through aquaporin-1, Nature 407, 599-605.

19. Pohl, P., S.M. Saparov, y Y.N. Antonenko. 1997. The effect of a transmembrane osmotic flux on the ion
concentration distribution in the immediate membrane vicinity measured by microelectrodes. Biophys J 72:1711-8.
20. Preston, G. M., P. Piazza-Carroll, W. B. Guggino, y P. Agre. (1992). Appearance of water channels in Xenopus
oocytes expressing red cell CHIP28 water channel. Science, 256, 385-387.

21. E. Reimhult, F. H66k, y B. Kasemo. Intact vesicle adsorption and supported biomembrane formation from
vesicles in solution: Influence of surface chemistry, vesicle size, temperature, and osmotic pressure. Langmuir, 19:
1681-1691, 2003.

22. Ren, G,, Reddy, V. S., Cheng, A., Melnyk, P., y Mitra, A. K. (2001). Visualization of a water-selective pore by
electron crystallography in vitreous ice, Proc Natl Acad Sci U S A 98, 1398-1403.

23. |. Reviakine y A. Brisson. Formation of supported phospholipid bilayers from unilamellar vesicles investigated by
atomic force microscopy. Langmuir, 16:1806-1815, 2000.

24. H. A. Rinia, R. A. Kik, R. A. Demel, M. M. E. Snel, J. A. Killian, J. P. J. M. van der Eerden, y B. de Kruijff.
Visualization of highly ordered striated domains induced by transmembrane peptides in supported
phosphatidylcholine bilayers. Biochemistry, 39:5852-5858, 2000.

25. Sakmann, B. y E. Neher. 1995. Single channel recording 2ed. Plenum Press, New York Saparov, S.M., D.
Kozono, U.A.P. Rothe, y P. Pohl. 2001. Water and lon Permeation of Aquaporin-1 in Planar Bilayers. J. Biol. Chem.
276:31515-31520.

26. A. C. Simonsen y L. A. Bagatolli. Structure of spin-coated lipid films and domain formation in supported
membranes formed by hydration. Langmuir, 20:9720-9728, 2004.

27. Sui, H., Han, B. G., Lee, J. K., Walian, P., y Jap, B. K. (2001). Structural basis of water-specific transport through
the AQP1 water channel, Nature 414, 872-8.

28. Tajkhorshid, E., Nollert, P., Jensen, M. O., Miercke, L. J., O'Connell, J., Stroud, R. M., y Schulten, K. (2002).
Control of the selectivity of the aquaporin water channel family by global orientational tuning, Science 296, 525-530.
29. E. J. M. van Kan, D. N. Ganchev, M. M. E. Snel, V. Chupin, A. van der Bent, y B. de Kruljff. The peptide entibiotic
clavanin A interacts strongly and specifically with lipid bilayers. Biochemistry, 42:11366-11372, 2003.

30. Zhu, F., Tajkhorshid, E. y Schulten, K. (2003). Theory and simulation of water permeation in aquaporin-1.
Biophysical Journal, 86, 50-57.

31. Zeidel, Mark L., Suresh V. Ambudkar, Barbara L. Smith, y Peter Agre, Biochemistry 1992, 31, 7436-7440.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2394467 T3

REIVINDICACIONES

1. Membrana para la filtracién de agua, que comprende proteinas de transporte de agua de acuaporina que han sido
reconstituidas en vesiculas lipidicas y transformadas en una capa soportada en un soporte sélido para formar una
membrana para la filtracién de agua.

2. Membrana de agua, segun la reivindicacién 1, en la que la acuaporina es de origen vegetal, tal como una
acuaporina TIP, PIP, o NIP y mezclas e hibridos de las mismas.

3. Membrana de agua, segun la reivindicacion 1, en la que el canal de agua de acuaporina se selecciona entre el
grupo que consiste en acuagliceroporinas (GLpF), tales como un canal GLPA, un canal GLPB1, un canal GLPB2, un
canal GLPB3, y un canal GLPY2, y mezclas e hibridos de los mismos.

4. Membrana de agua, segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la acuaporina es una
proteina mutante.

5. Membrana de agua, segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el soporte poroso tiene
una superficie de membrana hidrofilica que comprende un material seleccionado entre mica, cinta de mica, AlO; o
un polimero, tal como celulosa, o tiene una superficie de membrana hidrofilizada, tal como polisulfona o silicona.

6. Membrana de agua, segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una membrana de ésmosis
inversa.

7. Utilizacion de la membrana de agua, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para extraer agua de una
sustancia o solucién acuosa.

8. Utilizacién, segun la reivindicacion 7, en la que se obtiene una concentracion incrementada de un soluto disuelto
en dicha sustancia o solucién acuosa.

9. Procedimiento para preparar un filtrado de agua ultra pura, que comprende filtrar una solucién acuosa a través de
la membrana de agua, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para retener iones, particulas, materia
organica y/o coloides, mediante el cual el filtrado es agua esencialmente libre de iones, particulas, materia organica
y coloides.

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que se aplica una presiéon osmotica en el lado posterior de dicha
membrana de agua.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que dicha presién osmotica se deriva de una solucién
concentrada que tiene una presion osmotica mayor que la fuente de agua a purificar.

12. Procedimiento, segun la reivindicacién 11, en el que se afiade una alta concentracion de un soluto no toxico y
facilmente extraible en una camara de agua fresca para fomentar la 6smosis regular a través de la membrana.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que el método es para la produccion de agua desalinizada a partir
de una fuente de agua salada, siendo util dicha agua desalinizada para la agricultura de riego o como agua potable.

14. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que el método es para la produccién de agua ultra pura a partir de
una fuente de agua cruda, siendo util dicha agua ultra pura en la industria de los semiconductores o en la industria
farmacéutica.

15. Procedimiento, segun la reivindicacién 9, en el que el método es para la producciéon de agua pura a partir de una
fuente de agua cruda util en la industria del agua municipal, la industria quimica, la industria del agua potable, la
industria alimenticia, la industria electrénica, la industria del petréleo y gas, la industria de refinerias, la industria de
pulpa y papel, la industria metalurgica, la industria minera, o la industria de energia.

16. Dispositivo de filtracion de agua para extraer y recuperar agua de fluidos corporales, tales como orina, leche y
sudor/transpiracion, que comprende una membrana de agua, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
que comprende canales de agua de acuaporina funcionales.

17. Dispositivo unitario de filtracion de agua, que comprende una membrana de agua, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho dispositivo comprende un apilamiento de multiples capas de matrices 2D
individuales formadas por una serie de vesiculas que se hunden sobre una bicapa soportada y en el que dichas
vesiculas se reconstituyen con una acuaporina apropiada.

18. Malla de filtracién de agua, que comprende el dispositivo unitario segun la reivindicaciéon 17, en la que el
dispositivo unitario apilado se ha incorporado en una membrana estabilizante o una matriz polimérica estabilizante.
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19. Malla de filtracion de agua, segun la reivindicacion 18, en la que dichas unidades individuales se han cosido
posteriormente a través de un proceso de autoensamblaje.

24



ES 2394467 T3

T ‘614
mo___u_t.:m wOﬁ_n___ 03 m_zow_oE m._uo n mﬁ_n___Oquu m_:ow_os_

‘euriodende ap ejnagIoN

‘sepesodiooul seuriodenae uod eueld sopidi] ap edesiq ap eueiquisiy

‘ea1|1304p1Y d19119dns U0 s310dos 0430 h BSOIN|32 ‘ZOIY ‘euoynsijod ERAAAA
‘edlw ap ejuld ‘e})A0dsnw ‘ediw owod ‘sopidi] ap edesiq ap ososod ajpodog

sepelodiooul euriodense ap sejnosgjow uod epeliodos sopidi] ap edeaig

25



ES 2394467 T3

¢ b4

ealjijijwe sopid]] ap ejndgjow 430 n sopidijojso} ap e|NII|OA n

euliodenae ap e|n23|0N *Hmmv

sepesodiooul seunodenoe uod euejd sopidl| ap edesiq eueiqudapy _3“.”.“.“5—

osoJodoueu eueiquiaw ap |elidle '

esoJjodoueu eueiquaw ap |eldjew ud sepeitodiooul eunodense ap sejnd9|oN

26



ES 2394467 T3

¢ *bi4

eoljyiywe sopidi] ap ejndjow k430 n epidi|ojso} e|NIJON ;
euliodenae ap e|na3|0N m‘m..uv,

sepesodiooul seusodense uod euejd sopidl ap edesiq eueiquisiy .M_—_M—__w”.m =m
D .

021(10J0.IPIY BUBIGUISW 3P [elId)ew 0430 n esolod ugjja) ap ejnaljad ‘.

euliodende ap sejNd29|owWw U0 UQ|}a}
ap e[naijad ap topapalje epew.o} sopidi] ap edesiq eueiqualy

27



ES 2394467 T3

& ‘614
eoljijijwe sopidi] 9p enagjow e4jo n sopid]|oysoj ap e|NIJON :

euriodenoe ap e|no23|0N

sepesodiooul seuriodenae uod euejd sopid)] ap edeoiq eueiquiay EE_ .2 “—n_—.“

0210J0JpIY BURIqUISW 3P |el1d)ew 0430 n esolod uojya) ap ejnaijad e

- S() NS\
e21|)JoIpIY 31d1IadNs U0 spodos oujo n esON|ed ‘ZOIY ‘euoynsijod - A A
‘ealw ap BjuId ‘BHAOISNW ‘BojW owod ‘sopid] op edesiq ap osolod sjodog FANAAAAA
! 1 1 ! 1di ! I
Laanoan
R A R A R R R R A R A R R AR AR AT
AVAAY )ﬂ RM‘() ()()-\(./\,() u "/ AAYATAY <<,)()().\()
ARAR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AT AAVA A AVAY nx.\(()u‘.u..»»
¥ v AATAY
A A A A A A A A A A A A AT AT A A A A A A A A A A A A A A A A A AT
'\I\I\()()t\.( ‘/‘)()\I\‘/\‘( \/ A A A AIAYAYAY, N
\/ A AIAYAY, \/ A
> A TATAY \/ N

i AT A NN AY Y
A A
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR
B AY A A~ A AT ATAY Y A A A A A AV A A A AN A AYAYAIAYAY A ATAYAYAY A
AYA A A A AAAAAY Y A A A A A AN AN
‘R AVAVAVAVIAYAAYAAYN AN AN AV NN v AV AV N

euriodenoe ap sejnd9|ow UOd Ug|4d} ap
e|noijad ap Jopapalje epew.oy sopidi] ap edeaiq eueiquidip

28



ES 2394467 T3

G bl

eoljyiywe sopidi] ap ejnagjow e1jo n sopidijojso} ap enIJON

eunodenoe ap eIn29|0N

sepelodiooul seursodense uod eueld sopidi] ap edeaiq euelqusi

2
20
&
22)2)))

eoljijoapiy avysadns uod 9310dos 0430 h BSO|N|3I ‘ZOIV ‘euojnsijod +
‘edlw ap BjuId ‘e}in0dsnu ‘ediw owod ‘sopidl] ap edeoiq o osodod ajiodog IR

olawijod ap eueiqwawi O OII|IS P BURIqUIAN

o]

ATAT Y.
~ AAAAAAA
AR AR
o ALV R
wAVAN AATATAAA B
<

TN
A AYATAYAY,
A AIAY
N AN AN A A o o N T T,
)\I\/\/\I\/\()\I\().\()\()\(

sepesodiooul euptodenoe ap sejndgjow uod epejnsdesus epeuodos sopidl] ap edealg

29



ES 2394467 T3

jeul} 0}onpo.d

T
AL 3 i

epifes s

epejnsdesus
enbe ap eueiquia|y

PRETREN

oJ}ij oyuaiwefo]y

epesjugy

30



ES 2394467 T3

e r S0 T olang e o

31

waig .
#* oopsnes oynsig

leng
‘ : ST olpaiy
= S T an  uoIdel)|I




ES 2394467 T3

% g9 uoioedniBy

(666T) 195

<

{oSuy pue nuewiaf]

1102 "3 3p 4d|9
euriodouasibenoy

mw.ﬁwwm&m, h%@m.

32



ES 2394467 T3

‘ Mhaa..«. Ll T T |
v s S

3 A ¥

B S

33



ES 2394467 T3

34



ES 2394467 T3

=

i
e
ri.‘h,

% --—-—
ST

FaT{WL
AT

XL

....... 2
e

35



ES 2394467 T3

Fig. 12
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