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DESCRIPCION
Copolimeros de injerto para la cromatografia de intercambio catiénico

La invencién se refiere a un material de separacién con una capacidad de unién mejorada, a su preparacion y a su
uso para la separacion de biopolimeros cargados a partir de liquidos.

Estado de la técnica

La cromatografia es uno de los métodos mas adecuados para el aislamiento de proteinas. Por ejemplo, se pueden
purificar anticuerpos monoclonales mediante una cromatografia de afinidad con ligandos de proteina A. La union a
los ligandos del sobrenadante del cultivo celular se puede realizar sin ajustar el valor de pH ni la concentracion de
sal. Aun asi, estos sorbentes se pueden utilizar s6lo de forma limitada debido a sus elevados costes y al
desprendimiento del ligando.

El uso de resinas de intercambio de iones de alta capacidad es una alternativa econdmica. Sin embargo, debe
reducirse la conductancia en el sobrenadante del cultivo celular para que se produzca una unién al intercambiador
de iones. Esto se puede efectuar mediante una desalinizacién o por dilucion del sobrenadante. Ambas opciones
son indeseables, en particular en procesos de produccién de gran volumen.

En presencia de sales (conductancia elevada) las cargas quedan apantalladas. Para posibilitar atun asi la unién a
un intercambiador de iones a una conductancia mayor, debe existir, ademas de la interaccion ionica, al menos una
segunda interaccion entre la proteina y el soporte cromatografico.

En la bibliografia se conocen materiales de separacion que, ademas de un grupo anidnico, presentan grupos
funcionales adicionales y se unen a biopolimeros en presencia de sal.

A partir del documento US 5,652,348 (Burton y col.) se conocen resinas cromatograficas y su aplicacion, las cuales
se obtienen por modificacién hidréfoba de ligandos ionizables con ligandos no ionizables. La unién se produce en
condiciones que fomentan la interaccién hidréfoba. La desorcién tiene lugar a otro pH, de manera que la resina se
vuelve hidréfila o recibe una carga y la proteina unida (de igual carga) es rechazada.

Burton y col. (Biotechnology and Bioengineering 1997, 56, 45-55) describen la purificacion de quimosina en una
matriz carboxilica que ha sido modificada parcialmente por acoplamiento con una amina aromatica.

En el documento EP 1 094 899 se da a conocer un procedimiento para la separacion de biomoléculas,
especialmente de proteinas, con intercambiadores de cationes, que se caracteriza porque la union se produce a
>15 mS/cm y la elucion a una fuerza i6nica mayor. El ligando intercambiador de cationes esta unido a través del
segundo grupo funcional y de un espaciador a una matriz de soporte.

En el documento US 7,067,059 se reivindica un procedimiento para la preparacion de geles cromatogréaficos con
ligandos intercambiadores catiénicos de modo mixto, en el que la preparacion se realiza usando compuestos de
homacisteina ciclicos que, por apertura del anillo, conducen a agrupaciones con al menos dos grupos funcionales.

En los documentos US 6,852,230 y EP 1 345 694 se describe y reivindica el uso de intercambiadores de iones para
la unién y la separacién de biomoléculas cargadas con estructura peptidica, en el que después del paso de
desorcién esta presente una solucion sin sal o0 mas pobre en sal, de modo que al mismo tiempo se produce una
desalinizacion.

En el documento US 7,008,542 se reivindica un procedimiento para la separacién de una sustancia, en particular de
moléculas bioorganicas con un peso molecular superior a 1.000 Dalton, que se realiza usando una matriz de
soporte. Esta Ultima presenta al menos dos ligandos estructuralmente diferentes, siendo al menos un ligando un
intercambiador de iones. Los ligandos tipicos poseen una masa molecular <1.000 Da.

En el documento US 7,144,743 se describe un ligando policiclico para cromatografia que esta sustituido con un
grupo anioénico.

Desde hace muchos afios se conocen polimeros lineales funcionalizados que se obtienen injertando monémeros
funcionalizados correspondientes sobre numerosas superficies diferentes. Cuando en el caso de la funcionalizacién
se trata de agrupaciones anionicas ligadas quimicamente se pueden usar los materiales correspondientes para la
cromatografia de intercambio catiénico (W. Miller, J. Chromatography 1990, 510, 133-140). En las patentes EP 0
337 144 o US 5,453,186 se encuentra un gran numero de estructuras poliméricas de injerto posibles que estan
previstas para el fraccionamiento de biopolimeros. A partir de la bibliografia de patentes también se conocen
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polimeros de injerto formados por mas de un elemento estructural monomérico y que se obtienen por
copolimerizacion. Sin embargo, en la bibliografia se profundiza poco en la combinacion de los monémeros: Para
obtener intercambiadores adecuados, los mondémeros para la copolimerizacién se deberan seleccionar de tal
manera, que ambos monomeros presenten grupos o bien basicos o bien acidos, o uno de los monémeros sea neu-
tro. No se mencionan explicitamente mezclas ternarias de monémeros o modificaciones quimicas de los polimeros
de injerto.

En Biomacromolecules 2003, 4, 273-282, se ha estudiado y discutido la interaccion entre proteinas y polielectrolitos
sintéticos libres o solubles, como, por ejemplo, entre poli(acido acrilico) modificado de forma hidréfoba y BSA.

A partir de la bibliografia de patentes y revistas se conocen, pues, muchos enfoques para la modificacion de
intercambiadores de cationes. También se conocen diferentes métodos para la preparacion de adsorbentes con
ligandos que trabajan en modo mixto. Sin embargo, solo existen pocos adsorbentes comerciales adecuados para
unir proteinas y, especialmente, anticuerpos a partir de sobrenadantes de cultivos celulares.

El gel cromatografico descrito en el documento US 7,144,743, derivatizado con &cido 2-mercapto-5-
benzimidazolsulféonico como ligando, puede enlazar hasta 30 mg/ml de IgG. En mediciones propias con
Gammanorm, usando un producto correspondiente distribuido en el mercado bajo el nombre MBI HyperCel®, se
encontré una union de 23 mg/ml a pH 5y NaCl 140 mM (pico no retenido del 10%).

En el caso de otro producto comercializado por la misma empresa se aprovecha la cromatografia hidrofébica
inducida por carga (Hydrophobic Charge Induction Chromatography, HCIC). Con este producto se pueden enlazar
hasta aproximadamente 32 mg/ml de IgG humana policlonal.

Con el uso de otro producto disponible en el mercado, comercializado bajo el nombre de Capto MMC®, se obtuvo
para la IgG humana una capacidad de unién dinamica (pico no retenido del 10%) de 7 mg/ml a pH 5,5 y NaCl 150
mM. Para la preparacion del producto descrito en el documento US 7,067,059 se usa un ligando multimodal. Este
gel, sin embargo, no se desarroll6 especificamente para anticuerpos y enlaza 45 mg/ml de BSA.

Ademas, existen otros productos disponibles en el mercado con ligandos sintéticos que so6lo pueden enlazar
anticuerpos a partir de soluciones tamponadas. Cuando se aplican para el tratamiento de sobrenadantes de cultivos
celulares se obtiene una union insatisfactoria o nula. Este resultado se debe probablemente a componentes del
sobrenadante del cultivo celular que interfieren.

Sigue siendo necesario proporcionar adsorbentes para la purificacion de anticuerpos, que tengan ventajas respecto
a la capacidad, el rendimiento, la rentabilidad o la selectividad (J. Chromatography B 2007, 848, 48 — 63). Los
polimeros son en si extraordinariamente adecuados para la modificacion superficial de soportes cromatograficos,
puesto que existe un amplio surtido de grupos funcionales para elegir, especialmente también para la formacién de
materiales multifuncionales, y se pueden formar capas gruesas con un gran numero de grupos funcionales. En
particular, se pueden producir materiales cromatograficos de alta capacidad recubriendo la superficie con una capa
polimérica “blanda” (J. Chromatography 1993, 631, 107 - 114).

Sin embargo, hasta la fecha no se conocen materiales de separacién que se puedan preparar mediante un
procedimiento de facil realizacién usando materiales de partida econémicos y que, al aplicarlos para la separacion
de sobrenadantes de cultivos celulares o de otros liquidos bioldgicos, sin reduccion significativa de las
conductancias, presenten actividades de separacion tan elevadas, especialmente en lo referente a anticuerpos
monoclonales, que sean adecuados para una aplicacion a escala técnica.

Objetivo

El objetivo de la presente invencion es, por lo tanto, proporcionar un material de separacién que presente
capacidades de uniébn mejoradas para proteinas, especialmente también para anticuerpos de sobrenadantes de
cultivos celulares, y que sea adecuado para el uso a escala industrial para aplicaciones preparativas.

En particular, el objetivo de la presente invencidn consiste, por lo tanto, en preparar materiales que, a una
conductancia como la que existe habitualmente en los sobrenadantes de cultivos celulares y en condiciones por lo
demas iguales, presenten mayores capacidades de unién a proteinas que los intercambiadores de cationes
disponibles actualmente en el mercado, como, por ejemplo, Fractogel® EMD SO3 (M) o Fractogel® EMD COO" (M).
De este modo, las capacidades de union a proteinas deben ser elevadas, con una buena recuperacion de la
proteina usada cuando la proteina sélo presenta un tiempo de contacto corto con el material de separacion,
especialmente en condiciones dinamicas como las existentes en los procesos cromatograficos a altas velocidades
de flujo. La finalidad de la presente invencion es, por lo tanto, la sintesis de un intercambiador de cationes tolerante
a sal y su aplicacion en la purificacion de proteinas.
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El objetivo de la presente invencion es asimismo proporcionar un material de separacion estable a élcalis que
permita una limpieza o regeneracion a pH = 13 sin alterar de forma sustancial las propiedades del material de
separacion.

Logro del objetivo sequn la invencién y objeto de la invencion

El objetivo de la presente invencidn se alcanza proporcionando un nuevo material de separacion que se puede
preparar por derivatizacion de la superficie de un material de soporte inorganico, organico o hibrido que contiene
grupos hidroxilo mediante copolimeros unidos de forma covalente, en el que los copolimeros son polimeros de
injerto que se componen de al menos dos unidades monomeéricas diferentes y en el que al menos una de estas
unidades monoméricas presenta un grupo funcional con carga negativa y al menos una de estas unidades
monomeéricas presenta un grupo hidréfobo que, ademas de la carga negativa, confiere al copolimero un caracter
hidréfobo. Lo caracteristico del polimero de injerto unido a la superficie del material de separacion es que se puede
preparar usando al menos una unidad monomérica que presenta al menos un grupo carboxilo y/o acido sulfénico
como grupos de carga negativa y que contiene, ademas, grupos éster o amida y grupos alquilo y/o alquileno con,
como maximo, un total de 8 atomos de C pero ningun grupo arilo. Otra variante consiste en que lleva una carga
negativa en forma de un &cido sulfénico o acido carboxilico y posee, ademas, grupos alquilo y/o alquileno pero
ningun grupo arilo. El copolimero presenta asimismo, entre otras cosas, al menos una unidad monomérica que
como grupo hidréfobo lleva un alquilo de cadena lineal o ramificado con 4 a 18 atomos de C o grupos arilo
correspondientes y contiene grupos éster o amida. El polimero de injerto unido al material de soporte se compone
de unidades monoméricas que presentan una relacion molar entre las unidades monomeéricas de carga negativa y
las unidades monomeéricas con grupos hidréfobos comprendida entre 99:1 a 1: 90. Preferentemente, la preparacion
del polimero de injerto unido de forma covalente a la superficie del material de separacion se realiza en forma de un
copolimero usando al menos una unidad monomeérica hidrosoluble con carga negativa de férmula general (1)

1 2 3
R R R (1)
en la que

Rl, R%eY representan independientemente entre si H o CHs,

R® R*-SO3M o R*-COOM,
R alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C y
M H, Na, K o NH4

o de formula general (2)
ﬁ
HC——C—C——0Zz

1 2
R R 2)
en la que significan

R’y R®? independientemente entre si

Ho CHsz, o
R’ COOM, cuando Z =My R® =H,
Z o bien M, R*-COOM o bien R*-S03M con
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R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C,
y
M H, Na, K 0 NHg,

0 al menos una unidad monomérica de férmula general (1) y una unidad monomérica de formula general (2),
respectivamente,

y al menos otra unidad monomérica con un grupo hidréfobo de férmula general (1), que confiere al copolimero un
caracter hidréfobo y en la que significan

R! H o COOM,
R? H o CHa,

Yy R? alquilo de cadena lineal o ramificado con hasta 18 atomos de C,enelque Yy R® llevan juntos al menos 6
atomos de C,

0
Y H
y
R® alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 18 atomos de C o
Y H
y
R arilo o R®-arilo
o
Y H o CHs
y
R® R*-CONHX,
X alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 18 atomos de C, arilo o RS-arilo
R alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C
R® un alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C, en el que un grupo metileno puede

estar reemplazado por O y estar sustituido con COOM
y
M H, Na, K o NH4
o una unidad monomérica correspondiente con un grupo hidr6fobo de formula general (2), en la que significan
R H,
R® HoCHs,
Z  alquilo de cadena lineal o ramificado con 4 a 18 atomos de C, arilo, R°®-arilo o R*CONHX,

X alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 8 atomos de C, arilo, Re-arilo,

5
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y

R® un alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C

y

encontrandose la relacion molar entre las unidades monoméricas con carga negativa y las unidades monoméricas
con un grupo hidréfobo en el intervalo de 99:1 a 10:90.

Tal polimero de injerto unido de forma covalente se puede preparar igualmente usando al menos una unidad
monomérica hidrosoluble de férmula general (1)

O—/O0

o de formula general (2)

HC—C—C——0Z

R’ R’ 2)

en la que significan

Y R>-COOM

R' y R? independientemente entre si H, alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de C,
carboxilo, carboximetilo

R? H, alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de C, Y

R® alquileno de cadena lineal o ramificado con hasta 8 atomos de C, dado el caso sustituido una o varias

veces con grupos alcoxi o carboxilo oly

arileno con hasta 10 atomos de C, dado el caso sustituido una o varias veces con grupos alquilo,
alcoxi o carboxilo

y
M H, Na, K 0 NHs y
z MoY.

Estos materiales de separacion también se pueden preparar usando al menos una unidad monomeérica hidrosoluble
de las férmulas generales (1) o (2), en las que significan

Y R*-SOzM
y
R' y R? independientemente entre si H, alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de Cy

R® H, alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de Cy
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R* metileno, etileno, propileno, hexileno, isopropileno, isobutileno o fenileno.

El resto Y de la unidad monomérica hidrosoluble usada de férmula general (1) o de formula general (2) también
puede adoptar el siguiente significado:

Y R®-COOM,

significando simultdneamente

R' y R? independientemente entre si H, alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de Cy
R® H, alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de Cy
R metileno, etileno, hexileno, propileno, isopropileno, isobutileno o fenileno.

Se prefieren especialmente aquellos materiales de separacion que presentan copolimeros que contienen al menos
dos unidades monoméricas diferentes y en los que los copolimeros presentan, respectivamente, al menos una
unidad monomérica de carga negativa seleccionada del grupo formado por acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico, acido 2-acrilamidoetanosulfénico, carboximetilacrilamida, carboxietilacrilamida,
carboxipropilacrilamida, carboximetilmetacrilamida, carboxietiimetacrilamida, carboxipropilmetacrilamida, acido
maleico, acido acrilico y acido metacrilico y presentan respectivamente al menos una unidad monomeérica con un
grupo hidréfobo de férmula general (1),

ﬁ
HC—C C N Y
R" R’ R’
1)

en la que significan
R" H,
R®> HoCHs,
Y H

y

R® arilo o R%arilo,
o)
Y H o CHs
y
R® R*-CONHX con
X arilo o R%-arilo,
R* metileno, etileno, propileno y

R® un alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C, en el que un grupo metileno puede estar
reemplazado por -O- y estar sustituido con COOM,

y

M H, Na, Ko NHa.
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Asimismo se prefieren aquellos materiales de separacion en los que el copolimero presenta al menos una unidad
monomérica con carga negativa seleccionada del grupo formado por acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico,
acido 2-acrilamidoetanosulfénico, carboximetilacrilamida, carboxietilacrilamida, carboxipropilacrilamida,
carboximetilmetacrilamida, carboxietilmetacrilamida, carboxipropilmetacrilamida, acido maleico, acido acrilico y
acido metacrilico y el copolimero presenta al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo de férmula
general (1)

(@0

R" R’ R’ 1)

en la que significan

R' H,
R® HoCHs,
Y H

y

R® fenilo, bencilo, feniletilo o fenoxietilo,
0]

Y HoCHs

y

R® R*-CONHX con

X fenilo, bencilo o feniletilo

y

R* metileno, etileno, propileno, acriloilfenilglicina o acriloilfenilalanina.

Los materiales de separacion correspondientes que se preparan usando al menos un compuesto seleccionado del
grupo de las metacrilamidas, las acrilamidas o los acidos carboxilicos insaturados presentan propiedades
especialmente ventajosas.

El objeto de la presente invencion son, en particular, materiales de separacién como se han descrito previamente,
para cuya preparacion se usa al menos un compuesto seleccionado del grupo de los acrilatos de sulfoalquilo, como
acrilato de 3-sulfopropilo o acrilato de 2-sulfoetilo, acido vinilsulfénico, acido estirenosulfénico, acido alilsulfénico y
acido viniltoluenosulfénico, o del grupo de los metacrilatos de sulfoalquilo, como metacrilato de 2-sulfoetilo o
metacrilato de 3-sulfopropilo.

Segun la invencion, también se puede usar para la preparacién de los materiales de separacion derivatizados
adecuados al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por acido maleico, acido cinamico, acido
itaconico, acido citraconico, acido mesacoénico o acido fumarico, o del grupo de los acrilatos de carboxialquilo, como
acrilato de carboxietilo, o de los metacrilatos de carboxialquilo.

Los materiales de separacion adecuados para el propdsito de la invencion se pueden preparar asimismo usando al
menos un compuesto seleccionado del grupo formado por carboximetilacrilamida, carboxietilacrilamida, acido
acriloil-gamma-aminobutirico y acriloil-fenilalanina, acido acrilico, acido metacrilico y acido etacrilico.

Se prefieren especialmente los materiales de separacién que presentan en la superficie un polimero de injerto unido
de forma covalente y que se preparan usando al menos una unidad monomérica que presenta una proporcion
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hidréfoba notable en forma de al menos un grupo alquilo o arilo con un nimero adecuado de atomos de carbono.
Segun la invencion, tales materiales de separacién han resultado especialmente eficaces debido a que pueden
interactuar con el biopolimero que se ha de separar tanto con la parte hidr6foba como con la parte cargada del
polimero de injerto.

Por consiguiente, resulta especialmente deseable realizar una derivatizacion usando al menos una unidad
monomérica con una parte hidrofoba, seleccionada del grupo de las alquilvinilcetonas, arilvinilcetonas,
arilalquilvinilcetonas, estireno, acrilatos de alquilo, acrilatos de arilo, acrilatos de arilalquilo, acrilatos de alquilarilo,
metacrilatos de alquilo, metacrilatos de arilo, metacrilatos de arilalquilo y metacrilatos de alquilarilo.

También se pueden preparar materiales de separacion especialmente eflcaces usando al menos una unidad
monomeérica de férmula general (1) con una parte hidréfoba, enla que Y = R® y enla que

R' y R? significan independientemente entre si H, alquilo lineal o ramificado con hasta 6 atomos de C

R? ylo R® significan independientemente entre si H, alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo lineal o ramificado,
pudiendo llevar el grupo alquilo grupos oxo, pudiendo estar sustituido el grupo alquilo y/o arllo una o
varias veces con grupos alcoxi, fenoxi, ciano, carboxilo, acetoxi o acetamino y llevando R? y R® juntos
al menos 6 atomos de C.

Por lo tanto, los materiales de separacion segun la presente invencién se pueden preparar usando al menos una
unidad monomérica de férmula general (1) con una parte hidréfoba, en la que

R? R® significan independientemente entre si H, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo,
decilo, 2-, 3- 0 4-oxapentilo, 2-, 3-, 4- o 5-oxahexilo, 2-, 3-, 4-, 5- 0 6-oxaheptilo, 3-butoxipropilo, isopropilo,
3-butilo, isobutilo, 2-metilbutilo, |sopent|Io 2- metllpentllo 3 metilpentilo, 2-oxa-3- metllbut|lo 2 metil-3-
oxahexilo, 2-fenil-2-oxoetilo, fenoxietilo, fenilo, bencilo, feniletilo y fenilpropilo y llevando R® y R® juntos al
menos 6 atomos de C.

Por consiguiente, los materiales de separacién segun la invencién se preparan preferentemente usando al menos
una de estas unidades monomeéricas con un grupo funcional de carga negativa y al menos una unidad monomérica
gue presenta un grupo hidréfobo que, ademas de la carga negativa, confiere al copolimero un caracter hidréfobo,
asi como, dado el caso, al menos una unidad monomérica neutra que puede ser hidrdfila.

Se prefieren especialmente aquellos materiales de separacién que se preparan usando al menos una unidad
monomeérica neutra, que puede ser hidréfila, de férmula general (1) con Y = R® y en la que significan

R', R* independientemente entre si H o metilo
R® R® independientemente entre si H, alquilo, alcoxialquilo con hasta 4 atomos de C respectivamente.

Se prefieren muy especialmente los materiales de separacmn con al menos una unidad monomérica neutra, que
puede ser hidréfila, de formula general (1) con Y = R® enla gue significan

R', R* independientemente entre si H o metilo,
R? R® independientemente entre si H, metilo, etilo, butilo, isopropilo, 3-butilo, isobutilo, metoxietilo o etoxietilo.

Para la preparacion del material de separacién se puede usar, por lo tanto, al menos una unidad monomérica
neutra seleccionada del grupo formado por acrilamida (AAm), dimetilacrilamida, metacrilamida, isopropilacrilamida,
metoxietilacrilamida y etoxietilacrilamida, o del grupo formado por acrilato de metilo y metacrilato de metilo, asi
como dos o tres mondmeros seleccionados del grupo formado por acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico,
acido acrilico, N-arilalquilacrilamidas, como bencilacrilamida y acriloilfenilalanina, N-carboxialquilacrilamidas, como
acido acriloil-gamma-aminobutirico, y N-alquilacrilamidas.

El objeto de la presente invencién son, en particular, materiales de separacion como se han descrito anteriormente,
en los que la relacion molar entre las unidades que llevan cargas negativas y las unidades con grupos aromaticos
se encuentra en el intervalo de 99:1 a 10:90, preferentemente en el intervalo de 96:4 a 40:60.

Los materiales de separacion que presentan propiedades especialmente buenas son, de nuevo, aquellos cuyo
copolimero contiene acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonico o/y &cido 2-acrilamidoetanosulfénico como
unidad(es) monomérica(s) de carga negativa y en los que la relacion molar entre las unidades monoméricas de



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2397795 T3

carga negativa y las unidades monoméricas con un grupo fenilo, bencilo o feniletilo hidréfobo se encuentra en el
intervalo de 70:30 a 30: 70.

Otros materiales de separacion con propiedades especialmente buenas son aquellos en los que el copolimero
contiene acido acrilico o/y acido metacrilico como unidad monomérica de carga negativa y en los que la relacién
molar entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades monoméricas con un grupo fenilo, bencilo
o feniletilo hidr6fobo se encuentra en el intervalo de 95:5 a 70: 30.

También han resultado muy buenos en la aplicacion aquellos materiales de separacion en los que el copolimero
presenta un mondmero de la serie acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido 2-acrilamidoetanosulfénico
como unidad monomeérica de carga negativa y contiene un monoémero de la serie acido acrilico y acido metacrilico y
la relacion molar entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades monoméricas con un grupo
fenilo, bencilo o feniletilo hidr6fobo se encuentra en el intervalo de 95:5 a 30:70.

El presente objetivo se alcanza, en particular, mediante materiales de separacion en los que la proporcion de
grupos cargados en los polimeros de injerto de poli(acrilamida) unidos de forma covalente a la superficie y que
como grupos cargados sélo presentan grupos acido sulfénico se encuentra en el intervalo de 35 a 70 mol% en
relacién con la cantidad total del polimero de injerto. El objetivo de la invencién también se puede alcanzar
mediante materiales de separacion correspondientes, en los que la proporcién de grupos cargados en los polimeros
de injerto que solo presentan grupos acido carboxilico como grupos cargados se encuentra en el intervalo de 60 a
98 mol% en relacion con la cantidad total del polimero de injerto.

Los materiales de separacion segun la invencidon son especialmente adecuados para el uso en columnas
cromatograficas. Por lo tanto, también son objeto de la presente invencion las columnas cromatograficas que
presentan los materiales de separacion descritos segun la invencion.

En particular, los materiales de separacion aqui caracterizados son especialmente adecuados para la separacion
de biopolimeros a partir de medios liquidos. Ha resultado especialmente ventajoso que mediante estos materiales
de separacion se puedan adsorber biopolimeros de forma sencilla y eficaz a partir de un liquido con una
conductividad electrolitica superior a 6 mS/cm, preferentemente superior a 9 mS/cm, mientras que los biopolimeros
correspondientes estan disueltos o se pueden desorber en un liquido acuoso que posee una conductividad
electrolitica comprendida en el intervalo de 1 a 20 mS/cm y un valor de pH superior a 4. De este modo, estos
materiales de separacion son adecuados para adsorber anticuerpos a partir de un liquido acuoso con un pH de 5,5
y una conductividad electrolitica superior a 6 mS/cm, preferentemente superior a 9 mS/cm, y se pueden usar de
manera sencilla para la separacion a partir de liquidos biolégicos. A continuacién se puede tratar el material de
separacion cargado y eluir el biopolimero con un liquido adecuado.

Por lo tanto, también es objeto de la presente invencion el uso del material de separacion caracterizado para la
separacion de un biopolimero a partir de un liquido, en el que el biopolimero unido al material de separacion por
interaccién con los grupos idénicos y, dado el caso, hidréfobos, se desorbe aumentado la fuerza iénica y/o
modificando el pH de la solucién y/o usando un eluyente con una polaridad distinta de la del tampon de adsorcion.

Un procedimiento adecuado para la preparacion de tales materiales de separacion segun la invencién consiste en
la polimerizacion por injerto de al menos una unidad monomérica con un grupo funcional de carga negativa con al
menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo y, dado el caso, con un monémero neutro con propiedades
hidréfilas, en una reaccion de una o dos etapas sobre un material de soporte inorganico, organico o hibrido con
contenido en grupos hidroxilo. Con este proposito se disuelve, por ejemplo, al menos una unidad monomérica con
un grupo funcional de carga negativa, junto con al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo y, dado el
caso, un monoémero neutro con propiedades hidréfilas, en un acido diluido afiadiendo un codisolvente y en
presencia de iones cerio(lV) y se polimeriza por injerto sobre un material de soporte inorganico, organico o hibrido
con contenido en grupos hidroxilo.

El procedimiento segln la invencién para la preparacion de los materiales de separacion antes caracterizados se
caracteriza especialmente porque

a) se polimeriza por injerto al menos un monémero con un grupo carboxilo de férmula general (1)

R (1)
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en la que significan

R', R’eY independientemente entre si H o CHs,

R® R*-COOMy
R alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C y
M H, Na, K 0 NHy,

y/o un mondmero con un grupo carboxilo de férmula general (2)

HC—C—C——0Z

R R (2)
en la que significan
R'yR® independientemente entre si
HoCHs 0
R’ COOM cuando Z=My R® =H,
z o bien M o bien R*-COOM con
R alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 a&tomos de C
y
M H, Na, K 0 NHy,

dado el caso junto con un mondémero hidrosoluble, sobre un material de soporte inorganico, organico o hibrido
con contenido en grupos hidroxilo y b) a continuacion se transforma una parte de los grupos carboxilo
polimerizados por injerto en grupos amido por acoplamiento con una amina.

Una variante seleccionada de este procedimiento consiste en

a) disolver en agua al menos un monémero con un grupo carboxilo de férmula general (1)

R" R’ R’ 1)
en la que
en la que significan
R', R’eY independientemente entre si H o CHs,
R®R* COOM,
R alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C y
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M H, Na, K 0 NHy,

y/o de féormula general (2)

R (2)
en la que significan
R'yR®  independientemente entre si H o CHs,
0
R’ COOM cuando Z=MyR®=H
z M o R*-COOM
R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C,
y
M H, Na, K 0 NHg,

dado el caso junto con un monémero hidrosoluble adicional, de manera que la proporcion de los grupos de
carga negativa ascienda a entre 1 y 100 mol% en relacion con la cantidad total de monémeros, b) mezclar la
solucién obtenida con el material de soporte de tal manera, que se usen entre 0,05 y 100 mol de monémeros
totales por litro de material de soporte sedimentado, c) afiadir a la suspensién obtenida sal de cerio(IV)
disuelta en acido mineral, por medio de lo cual se ajusta un valor de pH comprendido en el intervalode 0 a5y
una concentracién de cerio(IV) de 0,00001 a 0,5 mol/l, preferentemente de 0,001 a 0,1 mol/l, y d) polimerizar
por injerto la mezcla de reaccién en un plazo de 0,5 a 72 horas y e) usar para la modificacién por acoplamiento
de los grupos carboxilo polimerizados por injerto una amina o una mezcla de aminas y f) usar la cantidad total
de aminas en una relacién molar de 0,01 a 100:1 respecto a los grupos carboxilo unidos al soporte y
transformar éstos en grupos amida en presencia de un reactivo de acoplamiento que se usa en una relacion
molar de 0,01:1 a 20:1 respecto a los grupos cargados unidos al soporte y g) usar para el acoplamiento una
alquil-, aril- o arilalquilamina con 6 a 18 atomos de C del grupo formado por anilina, bencilamina, 4-
fluorobencilamina, 4-metoxibencilamina, naftiimetilamina, fenacilamina, feniletilamina, fenoxietilamina,
triptamina o tiramina, en forma de amina libre o de hidrocloruro.

Para la realizacién del procedimiento segun la invencién se usa como acido diluido un acido del grupo formado por
acido sulftrico, acido clorhidrico y &cido nitrico a una concentraciéon comprendida en el intervalo de 1 a 0,00001
mol/l, mezclandose el acido en una relacién volumétrica de 30:70 a 98:2 con un codisolvente. Como codisolvente se
puede usar al menos un disolvente seleccionado del grupo formado por dioxano, acetona, dimetilformamida,
dimetilacetamida y tetrahidrofurano.

Para obtener materiales de separacion derivatizados con las propiedades deseadas, los monémeros cargados y los
mondémeros hidréfobos se usan, para la realizacion del procedimiento, en una relacion tal, que la proporcion del
componente hidréfobo ascienda a entre 1 y 90 mol% en relacién con la cantidad total de monémeros, usandose
entre 0,05 y 100 mol de monémeros por litro de material de soporte sedimentado.

Una forma de realizacion seleccionada del procedimiento segun la invencién consiste en polimerizar por injerto
(met)acrilamidas funcionalizadas y acido (met)acrilico en una reaccién de una sola etapa en la superficie de un
material de soporte inorganico, organico o hibrido con contenido en grupos hidroxilo.

Otra variante del procedimiento segun la invencion consiste en polimerizar por injerto un monémero hidréfilo en un
medio de reaccion liquido sobre un material de soporte inorganico, organico o hibrido con contenido en grupos
hidroxilo y en modificar el polimero de injerto obtenido de forma hidréfoba en un segundo paso mediante una
reaccion polimérica analoga.
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Preferentemente, la realizacion del procedimiento segun la invencién para la preparacion de los materiales de
separacion se efectta

a) disolviendo un monédmero hidréfilo en agua, el cual, dado el caso, se mezcla con monémeros adicionales en
una relacion tal, que la proporcion de grupos de carga negativa ascienda a entre 1 y 100 mol% en relacién con
la cantidad total de monémeros,

b) mezclando la solucién obtenida con el material de soporte de tal manera, que se usen entre 0,05 y 100 mol
de mondémeros totales por litro de material polimérico sedimentado,

¢) afladiendo a la suspensién obtenida sal de cerio(lV) disuelta en acido mineral, ajustandose de este modo un
valor de pH comprendido en el intervalode 0 a 5,y

d) polimerizando por injerto la mezcla de reaccién en un plazo de 0,5 a 72 horas.

El elemento monomérico usado para la modificacion hidréfoba se utiliza preferentemente en un exceso de 100 a
10.000 mol% en relacién con los grupos cargados unidos al soporte en presencia de un reactivo de acoplamiento,
usandose este Ultimo en un exceso de 60 a 2.000 mol% en relacion con los grupos cargados unidos al soporte.

Por lo tanto, también es objeto de la presente invencion el material de separacién asi obtenido, el cual puede estar
presente en forma de una columna cromatografica y que se ha derivatizado segin la invencién mediante
polimerizacion por injerto.

La presente invencién comprende asimismo el uso de los materiales de separacidon segin la invencion para la
separacion de biopolimeros a partir de medios liquidos, en particular para la separaciéon de proteinas a partir de
medios liquidos o para la separacion de anticuerpos a partir de medios liquidos. La separacion resulta
especialmente selectiva cuando el biopolimero interactlia con los grupos idnicos y, dado el caso, hidréfobos del
polimero de injerto unido de forma covalente a la superficie del material de soporte. En este caso, el biopolimero se
adsorbe interactuando tanto con la parte cargada como con la parte hidréfoba del polimero de injerto. La liberacién
siguiente del biopolimero adsorbido y separado del liquido se puede efectuar volviendo a desorber el biopolimero
unido al material de separacion mediante la interaccién con los grupos iénicos y, dado el caso, hidréfobos

a) por aumento de la fuerza i6nica y/o

b) por modificacién del pH

de la solucion

ylo

¢) mediante un eluyente adecuado con una polaridad distinta a la del tampdn de adsorcion.

Por consiguiente, la invencién descrita a continuacion se refiere a la preparacion de copolimeros de injerto sobre
superficies con contenido en grupos hidroxilo de particulas porosas o de elementos moldeados adecuados
correspondientes, que se caracterizan porque los polimeros de injerto se componen de dos o varias unidades
repetitivas, llevando al menos una de las unidades una carga negativa y estando al menos una unidad enlazada con
un grupo hidréfobo, y porque los polimeros de injerto pueden unirse por interaccién iénica a sustancias cargadas,
en especial a sustancias cargadas que se encuentran en cultivos celulares y en sobrenadantes de cultivos
celulares.

Se conoce el uso de polimeros de injerto flexibles unidos a la superficie del soporte, los denominados “tentaculos”,
como grupos intercambiadores de iones. Asi, en el intercambiador de cationes comercial Fractoge|®EMD SO3 (M),
el polimero de injerto se compone Unicamente de una unidad repetitiva con grupos acido sulfénico. Asimismo, el
intercambiador de cationes Fractoge|® EMD COO (M) sélo consta de unidades hidréfilas repetitivas. Estos
intercambiadores de cationes muestran una capacidad de unidn reducida para, por ejemplo, inmunoglobulinas (IgG)
cuando la IgG se encuentra en una solucidon con una conductancia superior a 10 mS/cm, por ejemplo en una
solucién que contiene cloruro sédico 150 mM.

En las patentes EP 0 337 144 o US 5,453,186 no hay informacion acerca de las combinaciones de mondémeros que
son preferibles para la sintesis de un intercambiador de iones tolerante a sal. Sélo los ensayos propios dirigidos a la
preparacion de diferentes polimeros de injerto mostraron que la combinacion de mondémeros hidréfobos y de carga
negativa es especialmente adecuada para el uso previsto. En la serie de ensayos relativos al injerto se usaron con
preferencia acrilamidas funcionalizadas y acido acrilico, como se exponen, por ejemplo, en la tabla 1, puesto que
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los polimeros formados a partir de ellos son estables a la hidrélisis en condiciones alcalinas. Para los estudios los
materiales se sometieron a un tratamiento de varias horas con sosa c4ustica de 0,1 M a 1,0 M. Estudios mas am-
plios de las propiedades en soluciones acuosas han mostrado que las nuevas estructuras superficiales obtenidas
poseen muy buenas propiedades de hinchamiento pese a sus propiedades hidréfobas. Esto se debe obviamente a
gue las poli(acrilamidas) obtenidas pueden formar, como se sabe por la bibliografia (W. Shi y col., J.
Chromatography A, 2001, 924, 123-135), enlaces de tipo puente de hidrégeno en soluciones acuosas.

Para la preparacion de los materiales de separacion segin la invencién se puede usar un soporte cromatografico
hidréfilo, como, por ejemplo, Fractogel TSK HW65 (S) o (M), que es idéntico a Toyopearl HW-65 (S) y (M)
disponible en el mercado. Este soporte se modifica con copolimeros de injerto. Los copolimeros de injerto unidos al
soporte cromatografico son accesibles mediante dos rutas de preparacién diferentes:

a) En la polimerizacién por injerto de una sola etapa la incorporacion de todos los grupos funcionales en la
superficie del soporte cromatografico se realiza mediante un solo paso de polimerizacién por injerto

0

b) en un procedimiento de dos etapas se realiza primero un injerto mediante elementos hidréfilos adecuados y
después la incorporacién de los grupos hidr6fobos mediante una reaccién polimérica analoga en el polimero
de injerto.

Para la preparacion de los materiales segun la invencién también se pueden usar otros soportes cromatograficos.
Sin embargo, la condicién previa para ello es que el material usado presente grupos reactivos, especialmente
grupos OH, accesibles a la reaccion de polimerizacién por injerto. Asi, por ejemplo, también se pueden preparar
materiales de soporte adecuados a partir de polimeros organicos. Tales polimeros organicos pueden ser
polisacaridos, como agarosa, dextranos, almiddn, celulosa, etc., o polimeros sintéticos, como poli(acrilamidas),
poli(metacrilamidas), poli(acrilatos), poli(metacrilatos), poli(éteres alquilalilicos) sustituidos hidréfilamente,
poli(éteres alquilvinilicos) sustituidos hidréfilamente, poli(alcoholes vinilicos), poli(estirenos) y copolimeros de los
mondémeros correspondientes. Estos polimeros organicos preferentemente también se pueden usar en forma de
una red hidrdéfila entrecruzada. Entre ellos se encuentran también polimeros de estireno y divinilbenceno, que, al
igual que otros polimeros hidrofobos, se pueden usar preferentemente en una forma hidrofilizada.

De forma alternativa se pueden usar como soportes materiales inorganicos, tales como silice, 6xido de circonio,
diéxido de titanio, 6xido de aluminio, etc. Igualmente se pueden usar materiales compuestos, es decir, se pueden
obtener, por ejemplo, materiales de separacion segun la invencién por derivatizacion de la superficie de, por
ejemplo, particulas o elementos moldeados inorganicos que se derivatizan segun la invencién. Un ejemplo de ello
son particulas que se pueden magnetizar introduciendo por polimerizacion particulas magnetizables o0 mismamente
un nucleo magnetizable.

No obstante, preferentemente se usan materiales de soporte hidréfilos que son estables a la hidrélisis o que son
dificiles de hidrolizar, pues los materiales segun la invencidon tienen que soportar una limpieza o regeneracién
alcalina a pH = 13 durante un tiempo de aplicacién mas prolongado. Los soportes pueden llevar ya ligandos de bajo
peso molecular. Los ligandos pueden llevar uno o varios grupos cargados, grupos hidr6fobos o grupos que puedan
formar enlaces de tipo puente de hidrégeno. Se prefieren los ligandos con grupos de carga negativa.

Los materiales de soporte también pueden componerse de particulas de forma irregular o esféricas cuyo tamafio de
particula puede encontrarse entre 2 y 1.000 pum. Se prefieren tamafios de particula de 3 a 300 pm.

Los materiales de soporte pueden estar presentes, en particular, en forma de particulas no porosas o,
preferentemente, porosas. Los tamafios de poro pueden encontrarse entre 2 y 300 nm. Se prefieren tamafios de
poro de 5 a 200 nm.

Asimismo, los materiales de soporte también pueden estar presentes en forma de membranas, fibras, fibras
huecas, revestimientos o de elementos moldeados monoliticos. Los elementos moldeados monoliticos son
elementos tridimensionales, por ejemplo de forma cilindrica.

La figura 1 muestra esquematicamente ambas variantes de preparacion antes mencionadas. En detalle, esta figura
muestra lo siguiente:

El mondmero 4, que contiene un grupo aniénico, y el monédmero hidréfobo 5 se pueden injertar directamente en
forma de mezcla sobre la superficie del soporte hidréfilo 1, generandose la superficie quimicamente modificada 3
con grupos aniénicos e hidréfobos. Si el monémero 4 contiene grupos carboxilo, se puede generar primero la
superficie anionica hidréfila 2, que a continuacién se convierte en 3 mediante una modificacion hidréfoba con, por
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ejemplo, una arilalquilamina y una carbodiimida como reactivo de acoplamiento. EI monémero 4 puede ser una
mezcla de monémeros hidréfilos y el monémero 5, una mezcla de monémeros hidréfobos y neutros.

Para la polimerizacion por injerto de una sola etapa se usa al menos un monémero de carga negativa que presenta,
por ejemplo, grupos acido sulfénico o carboxilo. Los monémeros adecuados con grupos acido sulfénico son, por
ejemplo, acido V|n|Isquon|co acido estlrenosulfonlco acido alilsulfénico, acido viniltoluenosulfénico, acrilatos de
formula 2 con Z = R*SOsM, en la que R’ y R® pueden presentar independientemente entre si los significados de
hldrogeno o alquilo con hasta 6 atomos de C, preferentemente hidrogeno o metilo, carboxilo o carboximetilo y en la
que R* puede ser un grupo alquileno de cadena lineal con 1 a 8 atomos de C, como, por ejemplo, metileno, etileno,
propileno o hexileno, o un grupo alquileno ramificado con 1 a 8 a&tomos de C, como, por ejemplo, isopropileno o
|sobut||eno Dado el caso, el grupo alquileno puede estar sustituido una o varias veces con grupos alcoxi o car-
boxilo. R* también puede tener el significado de un grupo arileno con hasta 10 atomos de C, como, por ejemplo,
fenileno. Dado el caso, el grupo alquileno puede estar sustituido una o varias veces, preferentemente una o dos
veces, en especial una vez, con grupos alquilo con 1 a 4 atomos de C, grupos alcoxi o carboxilo. R* también puede
constar de una cadena formada por un grupo alquileno y un grupo arileno o por un grupo arileno y un grupo
alquileno. M es un atomo de hidrégeno o un catibn metalico, como sodio o potasio, 0 un cation amonio. M se
selecciona de manera que el mondmero sea hidrosoluble. A modo de ejemplo son de mencionar los acrilatos de
sulfoalquilo, como acrilato de 3-sulfopropilo o acrilato de 2-sulfoetilo, y los metacrilatos de sulfoalquilo, como
metacrllato de 3- sulfopropllo o] metacnlato de 2-sulfoetilo. Preferentemente se usan las acrilamidas de férmula 1 con
R® = R*-S0sM, en la que R, R’eY pueden presentar independientemente entre si Ios S|gn|f|cados de hidrégeno o
alquilo con hasta 6 atomos de C, preferentemente hidrégeno o metllo R! y R? pueden ser también
independientemente entre si carboxilo o carboximetilo, R® también puede ser R*-SO3M, en la que R puede ser un
grupo alquileno de cadena lineal con 1 a 8 atomos de C, como por ejemplo, metileno, etileno, propileno o hexileno,
0 un grupo alquileno ramificado con 1 a 8 &tomos de C, como por ejemplo, isopropileno o |sobutlleno Dado el caso,
el grupo alquileno puede estar sustituido una o varias veces con grupos alcoxi o carboxilo. R* también puede tener
el significado de un grupo arileno con hasta 10 atomos de C, como, por ejemplo, fenileno. Dado el caso, el grupo
alquileno puede estar sustituido una o varias veces, preferentemente una o dos veces, en especial una vez, con
grupos alquilo con 1 a 4 &tomos de C, grupos alcoxi o carboxilo. R* también puede constar de una cadena formada
por un grupo alquileno y un grupo arileno o por un grupo arileno y un grupo alquileno. M es un atomo de hidrégeno
0 un catién metalico, como sodio o potasio, 0 un catién amonio. M se selecciona de manera que el monémero sea
hidrosoluble. Como acrilamidas adecuadas se mencionan a modo de ejemplo acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico (AMPS) y acido 2-acrilamidoetanosulfénico.

HC——C C N Y

3

R (1)

Los monomeros adecuados con gr Pos carboxilo pueden ser, por ejemplo, acido cinamico o acrilatos de férmula 2
con Z = R®-COOM, en la que R' y R” pueden presentar independientemente entre si los significados de hidrégeno o
alquilo con hasta 6 atomos de C, preferentemente hidrogeno o metilo, carboxilo o carboximetilo, y en la que R®
puede ser un grupo alquileno de cadena lineal con 1 a 8 atomos de C, como, por ejemplo, metileno, etileno,
propileno o hexileno, o un grupo alquileno ramificado con 1 a 8 atomos de C, como, por ejemplo, isopropileno o
isobutileno. Dado el caso, el grupo alquileno puede estar sustituido una o varias veces con grupos alcoxi o
carboxilo. R® también puede tener el significado de un grupo arileno con hasta 10 &tomos de C, como por ejemplo,
fenileno.

Dado el caso, el grupo alquileno puede estar sustituido una o varias veces, preferentemente una o dos veces, en
especial una vez, con grupos alquilo con 1 a 4 &tomos de C, grupos alcoxi o carboxilo. R® también puede constar de
una cadena formada por un grupo alquileno y un grupo arileno o por un grupo arileno y un grupo alquileno. M es un
atomo de hidrégeno 0 un catién metalico, como sodio o potasio, 0 un catién amonio. M se selecciona de manera
gue el mondmero sea hidrosoluble. A modo de ejemplo se mencionan los acrilatos de carboxialquilo, como acrllato
de carboxietilo, y los metacrllatos de carboxialquilo. Preferentemente se usan las acrilamidas de formula 1 con R®

R>-COOM, en la que R, R eY pueden presentar independientemente entre si Ios significados de hldrogeno o]
alquilo con hasta 6 atomos de C, preferentemente hidrégeno o metllo R! y R? pueden ser también indepen-
dientemente entre si carboxilo o carboximetilo, R® también puede ser R>-COOM, en la que R® puede ser un grupo
alquileno de cadena lineal con 1 a 8 atomos de C, como, por ejemplo, metileno, etileno, propileno o hexileno, o un
grupo alquileno ramificado con 1 a 8 atomos de C, como, por ejemplo, isopropileno o |sobutlleno Dado el caso, el
grupo alquileno puede estar sustituido una o varias veces con grupos alcoxi o carboxilo. R® también puede tener el
significado de un grupo arileno con hasta 10 atomos de C, como, por ejemplo, fenileno. Dado el caso, el grupo
alquileno puede estar sustituido una o varias veces, preferentemente una o dos veces en especial una vez, con
grupos alquilo con 1 a 4 atomos de C, grupos fenilo, fenilmetilo, alcoxi o carboxilo. R’ también puede constar de una
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cadena formada por un grupo alquileno y un grupo arileno o por un grupo arileno y un grupo alquileno. M es un
atomo de hidrégeno o un cation metalico, como sodio 0 potasio, 0 un cation amonio. M se selecciona de manera
gue el monémero sea hidrosoluble. Como acrilamida adecuada es de mencionar a modo de ejemplo el acido
acriloil-gamma- amlnobutlrlco Con especial preferencia se usan acidos carboxilicos insaturados de férmula 2 con Z
=M, en la que R’ y R® pueden tener independientemente entre si los significados de hidrégeno o alquilo con hasta
6 atomos de C, preferentemente hidrégeno o metilo, carboxilo o carboximetilo. M es un atomo de hidrégeno o un
cation metéalico, como sodio o potasio, 0 un cation amonio. M se selecciona de manera que el monémero sea
hidrosoluble. A modo de ejemplo son de mencionar acido maleico, acido itacénico, acido citracénico, acido
mesaconlco o0 acido fumaérico. Entre ellos se prefieren especialmente los monémeros de formula 2 con Z = M, en la
que R’ significa hidrégeno y R® hidrégeno o alquilo con hasta 3 atomos de C. A modo de ejemplo se menciona
acido acrilico (AA), acido metacrilico o acido etacrilico.

(®]

HC——C——C——0Z

7 8

R R (2)

Como componente adicional para la polimerizacion por injerto de una sola etapa se necesita al menos un
monomero hidr6fobo que posea una notable proporcidn hidréfoba en la molécula. Por lo tanto, los monémeros
hidréfobos adecuados poseen al menos un grupo alquilo o arilo u otro grupo que dé lugar a las propiedades
hidréfobas de la molécula. Se prefieren los monémeros cuyas propiedades hidr6fobas son conferidas por grupos
alquilo con un nimero adecuado de atomos de carbono o por grupos arilo. Como mondémeros hidr6fobos se usan
preferentemente monémeros que presentan grupos alquilo o arilo. Los monomeros hidréfobos adecuados para eI
uso segun la invencién son, por ejemplo, acrilatos de formula (2) en la que R’ tiene el significado de h|drogeno R®
S|gn|f|ca hidrégeno o metilo y Z significa alquilo de cadena lineal o ramificado con 4 a 18 atomos de C, arllo R® arllo
o R*CONHX, donde X significa alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 8 atomos de C, arilo, R°®-arilo y R®
significa alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C, mencionandose a modo de ejemplo acrilato
de butilo y metacrilato de butilo. Se prefieren las acrilamidas de férmula general 1 en la que R! y R? tienen
independientemente entre si los S|gn|f|cados de hidrégeno o alquilo con hasta 6 atomos de C, preferentemente
hidrégeno o metilo, y en la que Y y/o R® tienen independientemente entre si el significado de alquilo, donde Y y R?
llevan juntos al menos 6 atomos de C, preferentemente 6 a 18 atomos de carbono, y los grupos metileno pueden
estar sustituidos con O, tienen arilo, alquilarilo, arilalquilo, pudiendo estar sustituido el grupo alquilo y/o arilo una o
varias veces, preferentemente una o dos veces, en especial una vez, con un resto alcoxi, ciano, carboxilo, acetoxi o
acetamino. Y y/o R? significan entonces independiente entre si y preferentemente metilo, etilo, propilo, butilo,
pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, 2-, 3- 0 4-oxapentilo, 2-, 3-, 4- o 5-oxahexilo, 2-, 3-, 4-, 5- 0 6-oxaheptilo,
3-butoxipropilo, isopropilo, 3-butilo, isobutilo, 2- metllbutllo |sopent|lo 2-metilpentilo, 3- metllpentllo 2-0xa-3-
metilbutilo, 2-metil-3-oxahexilo. Preferentemente, Y y/o R® también pueden tener independientemente entre si el
significado de un grupo fenilo que esta sustituido preferentemente una vez con ciano, uanoalquno alquilo, alcoxi,
alcoxialquilo, preferentemente en la posicion p. Y y/o R® representan independiente entre si y preferentemente un
grupo feniloxialquilo, tal como fenoxietilo, o un grupo fenilalquilo, representando Y y/o R® con especial preferencia
independientemente entre si bencilo, feniletilo, fenilpropilo. Los grupos alquilo pueden llevar grupos oxo Como
mondémeros hidréfobos se prefleren en este caso especialmente acrilamidas de férmula 1 en la que R' y R? tienen
independientemente entre si los significados de hidrégeno o alquilo con hasta 6 atomos de C, preferentemente
hidrégeno o metilo, en la que Y tiene el significado de hidrogeno y R® tiene los significados de alquilo, donde R?
lleva al menos 6 atomos de C, preferentemente 6 a 18 atomos de C, y los grupos metileno pueden estar sustituidos
con O, tiene arilo, alquilarilo, arilalquilo, pudiendo estar sustituido un grupo alquilo y/o arilo una o varias veces,
preferentemente una o dos veces, en especial una vez, con un resto alcoxi, ciano, carboxilo, acetoxi o acetamino.
R? significa entonces preferentemente hexilo, heptllo octilo, nonilo, decilo, 2-, 3-, 4-, 5- o0 6-oxaheptilo, 3-
butoxipropilo, 2-metil-3-oxahexilo. Preferentemente, R® también puede tener el S|gn|f|cado de un grupo fenilo que
esta sustituido preferentemente una vez con ciano, alquilo, alcoxi, alcoxialquilo, preferentemente en la posicion p.
R representa preferentemente un grupo feniloxialquilo, tal como fenoxietilo, o un grupo fenilalquilo, representando
R® con especial preferencia bencilo, feniletilo, fenilpropilo. Los grupos alquilo pueden llevar grupos oxo, como en 2-
fenil-2-oxoetilo. A modo de ejemplo aqui se mencionan los monémeros acriloilglicinalanina, acriloilfenilalanina,
bencilacrilamida, octilacrilamida.

En la polimerizaciéon por injerto de una sola etapa se pueden afiadir opcionalmente monémeros neutros que,
preferentemente, son hidrofilos. De este modo es posible mejorar el comportamiento de hinchamiento de los
polimeros de injerto en medios acuosos sin aumentar la densidad de carga de los polimeros de injerto. Los
mondmeros neutros apropiados para este propdésito son, por ejemplo, acrilatos de alquilo inferior, tales como
acrilato de metilo, y metacrilatos de anU|Io inferior, tales como metacrilato de metilo. Preferentemente se usan
acrllamldas de férmula general 1 con Y = R®enla que R' y R? son independientemente entre si h|drogeno o metiloy
R® y R® significan independientemente entre si hidrogeno o alquilo con hasta 4 atomos de C. R® ylo R® significan
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entonces hidrogeno o alquilo inferior. El dltimo tiene aqui preferentemente el significado de metilo, etilo, butilo,
isopropilo, 3-butilo o isobutilo, asi como, ademas, el significado de alcoxialquilo con hasta 4 atomos de C, como, por
ejemplo, metoxietilo o etoxietilo. A modo de ejemplo se mencionan aqui acrilamida (AAm), dimetilacrilamida,
metacrilamida, isopropilacrilamida, metoxietilacrilamida y etoxietilacrilamida.

La reaccion de polimerizacién por injerto propiamente dicha se puede iniciar con cerio(IV) sobre el soporte con
contenido en grupos hidroxilo. Esta reaccion transcurre normalmente en acidos minerales diluidos, como por
ejemplo, en acido nitrico diluido, en los que los monémeros hidréfobos son poco solubles o insolubles. La reaccion
también se puede realizar en acido sulfurico o acido clorhidrico diluido. No obstante, se prefiere trabajar en acido
nitrico diluido. EI monémero hidréfobo se puede disolver e injertar mediante la adicion de un solubilizador o un
codisolvente, preferentemente dioxano. Como codisolvente también se pueden usar acetona, dimetilacetamida,
dimetilformamida, tetrahidrofurano. No obstante, con especial preferencia se trabaja con dioxano porque éste
produce el mayor rendimiento de injerto y la menor cantidad de productos secundarios en la reaccion iniciada con
cerio(lV). Adicionalmente cabe sefialar que también se pueden aplicar otros procedimientos para la polimerizacion
por injerto. Se prefieren los métodos en los que solo se generan pocos productos secundarios, tales como polimero
no unido covalentemente, que se tienen que separar. Resultan especialmente interesantes los procedimientos con
polimerizacién radicalaria controlada, como, por ejemplo, el método de la polimerizacion radicalaria por
transferencia atdbmica (ATRP). En un primer paso se une un grupo iniciador de forma covalente y en la densidad
deseada a la superficie del soporte. Un grupo iniciador puede ser, por ejemplo, un halogenuro unido a través de una
funcién éster, como en un éster del acido 2-bromo-2-metilpropiénico. La polimerizacién por injerto se realiza en una
segunda etapa en presencia de sales de cobre(l).

Si el monédmero hidr6fobo no esta completamente disuelto en la fase liquida, lo que se manifiesta, por ejemplo, en
un enturbiamiento de la solucién de reaccién o en gotas de una segunda fase liquida, se produce un injerto por
reaccion de ambos monémeros, pero el producto obtenido se comporta mas bien como un intercambiador de iones
normal. En este caso, pues, las propiedades vienen determinadas principalmente por el elemento monomérico
cargado. Es decir, que el copolimero de injerto se debe preparar de tal manera, que las funciones cargadas e
hidréfobas del polimero de injerto puedan cooperar unas con otras en solucion. Para la reaccién se intenta, por
tanto, usar el acido diluido y el codisolvente en una relacidn favorable para la reaccién especial. Para la realizacion
de la polimerizacién por injerto el acido habitualmente se usa en una solucién acuosa a una concentracién
comprendida en el intervalo de 1 a 0,00001 mol/l, preferentemente de 0,1 a 0,001 mol/l. Con especial preferencia se
trabaja con acido nitrico diluido, que se usa a una concentracién comprendida en el intervalo de 0,05 a 0,005 mol/I.
Para la realizacion de la reaccién la relacién volumétrica entre el acido diluido y el codisolvente adecuado puede
encontrarse en el intervalo de 30: 70 a 98: 2. Preferentemente se trabaja en una relacion volumétrica de 40: 60 a
90: 10. Se obtienen capacidades de unién especialmente buenas cuando el acido diluido usado y el codisolvente se
encuentran en una relacién volumétrica comprendida en el intervalo de 45: 55 a 75: 25. Esto es especialmente
véalido cuando se trabaja con un mondmero con grupos acido sulfénico en acido nitrico diluido y dioxano como
codisolvente.

Si, por el contrario, se afiade demasiado codisolvente, el rendimiento de polimero de injerto disminuye. Como
consecuencia, sélo se puede unir poca proteina al material de separacion derivatizado obtenido. El rendimiento del
polimero de injerto sobre el material de soporte se puede incrementar dosificando una soluciéon adicional de un
mondémero hidréfobo en presencia de un codisolvente a una polimerizacidn por injerto con monémero cargado ya
iniciada.

En otras series de ensayos se ha descubierto que se obtienen materiales de separacion derivatizados mediante
polimerizacién por injerto con propiedades mejoradas segun la invencion si se polimerizan por injerto materiales de
soporte con los mondédmeros indicados en la tabla siguiente.
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Tabla 1: Monémeros para la copolimerizacion por injerto.

Nombre del monémero Abreviatura | Estructura
Acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico AMPS 0 e
S«
NJW\\ OH
%H o)
Acido acrilico AA o

%OH
N-Arilalquilacrilamidas (p.ej. bencilacrilamida, acriloilfenil- [ ArAAm

[¢)
alanina)
N n
| H

0. OH
SPQ
N
oy

N-Carboxialquilacril-amidas (p.ej. acido acriloil-gamma- CAAAM 0
aminobultirico) NWOH
o
0
N-Alquilacrilamidas (p.ej. butilacrilamida) AlquilAAm 0

oyt

A modo de ejemplo se prepararon, por combinacién de dos o tres mondmeros, los siguientes copolimeros de injerto
unidos a soporte sobre soportes adecuados, como por ejemplo, Fractogel TSK HW65 (M), que es idéntico a
Toyopearl HW-65 (M) disponible en el mercado (fabricante: Tosoh, Japon, y como se describe en el documento EP
0 006 199), y se estudiaron respecto a sus propiedades, especialmente respecto a su capacidad de unién:

poli(AMPS, AA, ArAAm) con bencilacrilamida

poli(AMPS, ArAAm) con bencilacrilamida

poli(AA, ArAAm) con bencilacrilamida, acriloilfenilalanina
poli(AMPS, ArAAm, AAm) con bencilacrilamida

poli(AA, ArAAm, AAm) con bencilacrilamida

poli(CAAAmM, ArAAm) con carboxipropilacrilamida y bencilacrilamida
poli(AMPS, alquilAAm) con butilacrilamida

Se ha descubierto que aunque las alquilacrilamidas (alquilAAm) inferiores, tales como la butilacrilamida, se pueden
copolimerizar con monémeros que presentan grupos acido sulfénico, como, por ejemplo, AMPS, los materiales de
soporte derivatizados muestran solamente capacidades de unién frente a inmunoglobulinas (IgG) en el intervalo de
los materiales de separacion conocidos, como por ejemplo, el polimero de injerto formado por AMPS puro.
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En este contexto, se ha descubierto que los grupos alquilo superior, como por ejemplo, los grupos octilo,
contribuyen positivamente a la unién de proteinas. Sorprendentemente, sin embargo, en el marco de los estudios
ha resultado especialmente ventajoso mezclar la mezcla de reaccion durante la preparacién de los
intercambiadores de iones tolerantes a sal con monémeros aromaticos (por ejemplo, ArAAm). Estos mondémeros
permiten incorporar grupos hidréfobos en la modificacion iénica superficial. Dependiendo de la cantidad afadida de
mondémeros aromaticos se intensifica el caracter hidréfobo de los materiales obtenidos y, con ello, se altera la
capacidad de unién, de manera que se puede influir en la capacidad de unién en funcién de la fraccion molar de los
grupos hidréfobos presentes en el polimero de injerto. También se ha observado que, dependiendo de la
combinacion de los mondmeros seleccionados y de las condiciones de polimerizacion, la relacion de los
mondmeros entre si se tiene que escoger de forma diferente para lograr capacidades de union elevadas.

Si los polimeros de injerto de poli(acrilamida) presentan exclusivamente grupos acido sulfénico como grupos
cargados, se obtienen propiedades especialmente ventajosas cuando la proporcion de los grupos cargados es de
35 a 70 mol% en relacion con la cantidad total del polimero de injerto. En ese caso, un material de separacién con
100 mol% de grupos cargados se corresponde con un intercambiador de cationes puro sin grupos hidré6fobos.

La situacion es diferente cuando el polimero de injerto, ademas de otros grupos cargados, contiene grupos
carboxilo, como por ejemplo, en un copolimero con acido acrilico, 0 s6lo estan presentes grupos cargados de este
tipo. En estos casos se obtienen capacidades de unién mejoradas cuando la proporcion de grupos cargados
asciende a entre 60 y 98 mol% respecto a la cantidad total del polimero de injerto. Se han encontrado propiedades
especialmente ventajosas en aquellos materiales en los que la proporcion de grupos cargados se encuentra en el
intervalo de 70 a 95 mol%.

Para obtener polimeros de injerto con propiedades ventajosas, los mondémeros cargados y los monomeros
hidréfobos se mezclan en una relacion tal, que la proporcion del componente hidréfobo asciende a entre 1 y 90
mol% en relacién con la cantidad total de monémeros, prefiriéndose una proporcion comprendida en el intervalo de
3 a 70 mol% respecto a la cantidad total de mondémeros. Cuando se usa AMPS, la proporcién del componente
hidr6fobo se elige, en particular, de manera que se encuentre en el intervalo de 20 a 60 mol% respecto a la
cantidad total de monémeros. Cuando se usa AA, se logran propiedades especialmente buenas si la proporcién del
componente hidréfobo se encuentra en el intervalo de 5 a 50 mol%. Para la preparacion de los materiales de
separacion segun la invencion, los monémeros normalmente se afladen en exceso al material de soporte. Se usan
entre 0,05 y 100 mol de monémeros totales por litro de material polimérico sedimentado, usandose con preferencia
entre 0,15 y 25 mol/l.

Por material de soporte sedimentado se entiende un material de soporte himedo que se obtiene por sedimentacion
a partir de una suspension y que carece de disolvente sobrenadante. El material de soporte correspondiente se
almacena habitualmente en estado humedo. Para el uso segin la invencion se aspira previamente el disolvente
sobrenadante. A continuacién, para la realizacion de la derivatizacién se suspende un volumen medido o una
cantidad pesada (gel hiumedo, filtrado por aspiracién) en un volumen adecuado o en una cantidad adecuada de
solucién de mondmeros y se somete a una polimerizacion por injerto. En el caso del material de soporte se puede
tratar de un material de soporte inorganico, organico o hibrido con contenido en grupos hidroxilo. Asi pues, también
puede ser un material polimérico organico.

La segunda variante de preparacion, al ser un procedimiento de dos etapas, tiene el inconveniente de una etapa de
reaccion adicional, pero la polimerizacién por injerto no esta limitada por la eficacia del codisolvente afiadido. En un
primer paso de polimerizacion por injerto se injertan preferentemente sélo monémeros hidréfilos que son solubles
en el medio de reaccidn liquido. Al menos un mondémero contiene grupos carboxilo. Después, en un segundo paso,
el polimero de injerto se puede modificar de forma hidréfoba mediante una reaccion polimérica analoga. Este paso
se puede efectuar, por ejemplo, por acoplamiento de bencilamina con carbodiimida hidrosoluble a un polimero de
injerto de poli(acido acrilico), obteniéndose una poli(bencilacrilamida) injertada.

Como monomeros para el procedimiento de dos etapas se pueden usar los monémeros ya mencionados para la
polimerizacién por injerto de una sola etapa. Los mondmeros con un grupo carboxilo se pueden usar en una
polimerizaciéon por injerto solos o también en mezcla con monémeros neutros hidréfobos y/o con mondémeros con
grupos acido sulfénico. Preferentemente se usan mezclas con monémeros neutros y/o con monémeros con grupos
acido sulfénico. Se prefieren especialmente los mondmeros hidrosolubles con un grupo carboxilo o mezclas de
monomeros hidrosolubles con un grupo carboxilo con otros monémeros hidrosolubles. Asi pues, se prefieren
especialmente los siguientes mondémeros hidrosolubles con un grupo carboxilo de formula general (1)
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R" R’ R’ 1)

en la que R*, R? e Y significan independientemente entre si H o CHs, R® tiene el significado de R*-COOM, donde R*
significa alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 &tomos de C, y M significa H, Na, K o NHg4, o de férmula
general (2)

HC—C—C——0Z

7 8

R R (2)

en la que R’ y R® significan independientemente entre si H o CH3, Z significa M o bien R*-COOM, donde R* significa
anuHeno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 4tomos de C, R’ también puede significar COOM cuando Zes My
R® es H, y M significa H, Na, K o NHs. Otros mondémeros hidrosolubles pueden ser los aC|dos sulfonicos
correspondientes de los monémeros hidrosolubles con un grupo carboxilo, en los que el grupo R*-COOM esta
reemplazado por R*-SOsM, o los monémeros neutros ya mencionados para la polimerizacién por injerto de una sola
etapa. Ejemplos de monémeros hidrosolubles con un grupo carboxilo son acido acrilico, carboxietilacrilamida,
acrilato de carboxietilo, carboxietiimetacrilamida, carboximetilacrilamida, acrilato de carboximetilo,
carboximetilmetacrilamida, carboxipropilacrilamida y carboxipropilmetacrilamida, acido metacrilico y acido maleico.
Ejemplos de otros mondmeros hidrosolubles son acrilamida, acido 2-acrilamidoetanosulfénico, AMPS, isopropilacril-
amida, acrilato de metilo, metacrilato de metilo, acrilato de 2-sulfoetilo, metacrilato de 2-sulfoetilo, acrilato de 3-
sulfopropilo, metacrilato de 3-sulfopropilo.

En la reaccion de acoplamiento de bencilamina a, por ejemplo, polimeros de injerto de poli(acido acriloil-gamma-
aminobutirico) es posible transformar practicamente todos los grupos carboxilo si la bencilamina se usa en un
exceso de aproximadamente 4.000 mol% en relacion con los grupos carboxilo unidos al soporte. Con un exceso del
reactivo de acoplamiento EDC (hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) del 300 mol% en
relacion con los grupos carboxilo unidos al soporte se logra una transformaciéon de aproximadamente el 90% de los
grupos carboxilo presentes en grupos amida. El objetivo de la reaccion segin la invencién, es, sin embargo,
transformar solo una parte de los grupos carboxilo, para que queden suficientes grupos intercambiadores de iones
en el polimero de injerto. Si en el ejemplo anterior se usa so6lo un 60 mol% de EDC, sélo se transforma
aproximadamente un 30% de los grupos carboxilo y la capacidad de unién del producto en presencia de sal es el
doble de la del caso anterior.

El exceso del monémero que se ha de acoplar se elige en funcién de lo grande que deba ser la proporcién deseada
de grupos carboxilo transformados. Asi, el exceso del monémero que se ha de acoplar puede encontrarse en el
intervalo de 100 a 10.000 mol% en relacién con los grupos carboxilo unidos al soporte, mientras que el reactivo de
acoplamiento se usa en un exceso comprendido en el intervalo de 60 a 2.000 mol% en relaciéon con los grupos
carboxilo unidos al soporte. Naturalmente, la relaciéon tanto del monémero que se ha de acoplar como del reactivo
de acoplamiento se elige de tal manera, que se puedan transformar suficientes grupos carboxilo y se pueda
preparar un material de separaciéon que, después de realizar la segunda etapa de reaccion, presente propiedades
ventajosas 0 mejoradas y sea adecuado para la separacion de las moléculas diana, como, por ejemplo, biopolime-
ros cargados, a partir de liquidos como, por ejemplo, sobrenadantes de cultivos celulares.

A altas densidades superficiales de, por ejemplo, poli(acido acrilico) se transformd, en las condiciones elegidas y
con un exceso de amina y un déficit de EDC en relacién con los grupos carboxilo unidos al soporte,
aproximadamente un 30% de los grupos carboxilo presentes. Con un gran exceso del reactivo de acoplamiento
también es posible transformar una proporcién mayor de grupos carboxilo. Sin embargo, a esta forma de proceder
se opone un considerable incremento de los costes de la preparacion en dos etapas cuando las transformaciones
se realizan a escala industrial. Asi, por motivos econémicos, esta forma de proceder no constituye una alternativa
real.

Bastante mas econdmica resulta la preparaciéon de un copolimero de injerto a partir de una mezcla de monémeros
con grupos carboxilo o acido sulfénico. A modo de ejemplo cabe mencionar aqui una mezcla de AMPS y AA como
precursor, puesto que en este caso el polimero de injerto todavia presenta grupos intercambiadores de iones
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debido a los grupos acido sulfénico aun cuando, dado el caso, los grupos carboxilo se hayan transformado por
completo. Como se ha descrito anteriormente, una transformacion completa se puede lograr, especialmente a bajas
densidades del polimero de injerto, mediante un exceso del reactivo de acoplamiento de al menos 300 mol% en
relacién con los grupos carboxilo unidos al soporte. Sin embargo, en este caso generalmente los grupos carboxilo
tampoco se pueden transformar siempre por completo a altas densidades del polimero de injerto. Asi, se ha des-
cubierto que a partir de un polimero de injerto compuesto por aproximadamente un 30 mol% de unidades de AMPS
y un 70 mol% de &cido acrilico se obtiene, por acoplamiento de bencilamina, un polimero de injerto que, ademas de
aproximadamente un 20 mol% de unidades de bencilacrilamida, todavia contiene un 50 mol% de unidades de acido
acrilico. Consta, pues, de tres elementos monoméricos, aunque segun el plan de sintesis original, en el que se
esperaba una transformaciéon completa usando entre 100 y 150 mol% de EDC, solo debian estar presentes dos
elementos.

Para una reaccién polimérica analoga en el polimero de injerto compuesto por AMPS y AA se usaron, por ejemplo,
3 mol de bencilamina por litro de material polimérico sedimentado. Como reactivo de acoplamiento se afiadieron 0,2
mol/l de EDC, lo que equivale a aproximadamente el 100 mol% en relaciéon con los grupos carboxilo unidos al
soporte.

Para obtener polimeros de injerto adecuados con grupos carboxilo para la modificacion hidr6foba, generalmente se
disuelve al menos un monémero con grupos carboxilo en agua y se mezcla con otros monémeros posiblemente
presentes de tal manera, que la proporcion del componente con grupos carboxilo ascienda a entre 1 y 100 mol% en
relacion con la cantidad total de monomeros, con preferencia entre 10 y 100 mol%. Los monémeros normalmente
se afladen al material de soporte en exceso. Se usan entre 0,05 y 100 mol de mondmeros totales por litro de
material polimérico sedimentado, usandose con preferencia entre 0,15 y 25 mol/l. A una suspension acuosa exenta
de oxigeno se afiade una solucién, idealmente también exenta de oxigeno, de la sal de cerio(IV) en acido mineral,
preferentemente nitrato de amonio y cerio(lV) en acido nitrico, bajo agitacion a una temperatura de 5 a 95°C,
preferentemente de 20 a 70°C, y a continuacién se agita durante 0,5 a 72 horas, preferentemente durante 2 a 20
horas, a esta temperatura. Las concentraciones en la solucién acuosa que se ajustan tras la adicion de la solucion
de la sal de cerio(lV) se eligen de tal manera, que el pH se encuentre entre 0 y 5, preferentemente entre 1y 3. La
concentracion de cerio(lV) se ajusta de tal manera, que ascienda a entre 0,00001 y 0,5 mol/l, preferentemente a
entre 0,001 y 0,1 mol/l, en la solucién de reaccion.

En la tabla 2 se muestran ejemplos de aminas primarias que se han acoplado a los copolimeros de injerto unidos al
soporte y formados por AMPS y AA (sobre Fractogel® TSK HW65 M). Ademas es posible acoplar varias aminas al
material de soporte o usar mezclas de aminas para la reaccion de acoplamiento. En la tabla 3 también se reflejan
ejemplos correspondientes. Ademas, se pueden usar todas las aminas que conduzcan a las acrilamidas ya
mencionadas como elementos monomeéricos hidrofobos para la polimerizacion de injerto en una sola etapa. Es
conocido para el especialista que para acoplar elementos de amina con grupos carboxilo se ha de seleccionar un
método de acoplamiento alternativo de los polimeros de injerto, por ejemplo a través de los ésteres de
hidroxisuccinimida, preparados con EDC.

Asimismo se ha descubierto que, al igual que los copolimeros de injerto con grupos aromaticos, que en parte ya se
pueden preparar mediante una sintesis de una sola etapa, también los grupos alquilo, como, por ejemplo, los
grupos octilo, mejoran en un polimero de injerto, junto con grupos acido sulfénico y carboxilo, las propiedades de
unién en comparacion con los intercambiadores de cationes no modificados de forma hidréfoba.

Mediante la sintesis de dos etapas se pueden preparar de forma sencilla y partiendo, por ejemplo, de un precursor
de poli(acido acrilico) polimeros de injerto con diferentes proporciones hidréfobas pero con las mismas densidades
de injerto. En la tabla 3, los resultados de los ejemplos reflejados en las filas 6 a 8 muestran una serie de este tipo
con diferentes proporciones en mol% de grupos bencilo en el polimero de injerto. Mediante ensayos también se ha
descubierto que existe una unién éptima con aproximadamente un 25 mol% de grupos bencilo en el polimero de
injerto. La recuperacion de una IgG policlonal es tanto mayor cuanto menor sea el contenido de grupos bencilo en
el polimero de injerto. Mediante ensayos con anticuerpos monoclonales se ha mostrado que la recuperacion
también se encuentra en practicamente el 100% con aproximadamente un 25 mol% de grupos bencilo en el poli-
mero de injerto. La elucién de proteinas monoclonales es mas facil de optimizar, puesto que, al contrario que las
proteinas policlonales, se han de separar especies muy similares.

Para evaluar los materiales de separaciéon generalmente se analiza la capacidad de unién estatica de IgG humana
policlonal (Gammanorm) en una solucion de cloruro sédico 75 mMy 150 mM a un pH de 5 a 7. La conductancia de
la concentracion de sal 150 mM equivale a la del sobrenadante de un cultivo celular (con frecuencia de 10 a 15
mS/cm). La determinacion de la capacidad de unién se realiza después de la elucion de la IgG por aumento de la
concentracion de sal a aproximadamente NaCl 1 M.

La determinacion de la capacidad de union dinamica se efectlia igualmente en presencia de cloruro sédico 150 mM.
Para ello se carga solucion de IgG hasta obtener un pico no retenido del 10%. La elucién se realiza aumentando la
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concentracion de sal a aproximadamente NaCl 1 M al pH del tampon de union. La recuperacion de IgG se puede
mejorar aumentando simultaneamente la concentracion de sal y el valor de pH.

Los ejemplos en la tabla 3 muestran que los materiales de separaciéon con copolimeros de injerto alcanzan unas
capacidades de union dinamicas bastante mas elevadas que los geles comparativos que no presentan
proporciones hidréfobas en el polimero de injerto. Los copolimeros de injerto alcanzan altas capacidades de unién a
pH 5,5. A este valor de pH el copolimero de injerto esta cargado negativamente. La 1gG, en cambio, lleva mas
cargas positivas que negativas (pH < pl). De este modo, la unién se produce principalmente por interacciones
i6nicas. Si las cargas positivas de una IgG policlonal se reducen a pH 6,5 por cambio de tampdn y se aproximan a
su pl, el valor del 10% para el pico no retenido se alcanza ya a cantidades muy pequefias de IgG. Este
comportamiento de unién lo muestran todos los copolimeros de injerto, independientemente de si su sintesis se ha
realizado directamente mediante un solo paso de polimerizacion por injerto o mediante modificacién hidréfoba de un
polimero de injerto hidréfilo adecuado.

En resumen, se puede decir que los materiales de separacion especialmente adecuados para la cromatografia de
intercambio iénico a una conductancia como la que se presenta habitualmente en los sobrenadantes de cultivos
celulares contienen un copolimero de injerto que se compone de al menos una unidad monomérica que lleva una
carga negativa en forma de un acido sulfénico o un &acido carboxilico y que contiene, ademas, grupos éster 0 amida
y grupos alquilo y/o alquileno y, como maximo, un total de 8 atomos de C pero carece de grupos arilo, o que lleva
una carga negativa en forma de un acido sulfénico o un acido carboxilico y que contiene, ademas, grupos alquilo
y/o alquileno pero carece de grupos arilo, y al menos una unidad monomérica que lleva un grupo éster y, como
grupo hidréfobo, un alquilo de cadena lineal o ramificado con 4 a 18 atomos de C o un grupo arilo, o que contiene al
menos un grupo amida y, como grupos hidrofobos, alquilos de cadena lineal o ramificados con un total de 6 a 18
atomos de C o un grupo arilo. La relaciéon entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades
monoméricas con un grupo hidréfobo se encuentra preferentemente en el intervalo de 99:1 a 10:90.

Las proporciones hidréfobas en los polimeros de injerto permiten que se produzca una unién a una concentracion
de sal aumentada, puesto que en los intercambiadores de cationes puros las cargas son apantalladas por los iones
de sal presentes, de manera que la interaccion iénica es demasiado débil para enlazar proteinas a los materiales de
separacion. La interaccion hidr6foba-hidréfoba adicional con las proteinas permite obtener una unidn
suficientemente fuerte.

Esta interaccion hidrofoba probablemente también se produzca dentro o entre las cadenas del polimero de injerto y
conduzca a uniones reversibles de estas cadenas (C. Tribet, Biochimie, 1998, 80, 461-473). Para la caracterizacién
se analizd, por tanto, un copolimero de injerto modificado de forma hidr6foba y preparado mediante una sintesis de
dos etapas sobre un soporte poroso y su precursor de poli(AMPS, AA) unido a Fractogel® TSK HW65 M por
cromatografia de exclusion molecular (figura 2). Aunque ambos geles presentan la misma densidad de injerto, se ha
descubierto que el sistema poroso del copolimero de injerto hidréfobo es mas accesible en condiciones no
enlazantes, en particular en presencia de cloruro sodico 1 M. Asi pues, en condiciones de alta salinidad, el polimero
de injerto mas hidrofobo se dispone mas compacto sobre la superficie del soporte poroso. Adn asi, el sistema
poroso con el polimero de injerto mas hidréfobo también muestra coeficientes de reparto KD menores a medida que
disminuye la concentracidon de cloruro sédico. Por lo tanto, esta estructura superficial estd muy hinchada a
concentraciones de cloruro sédico inferiores a 1 M y es muy accesible para los componentes disueltos en el tampdn
acuoso.

Los materiales segun la invencion se pueden usar para la separacion de biopolimeros cargados. Preferentemente
se usan para la separacion de proteinas, en particular de anticuerpos, que pueden ser policlonales o0 monoclonales,
de fragmentos de anticuerpos o de proteinas de fusidon que contengan una porcion de anticuerpo. No obstante,
también se pueden separar otros biopolimeros, como, por ejemplo, polipéptidos, acidos nucleicos, virus, células
eucariotas o procariotas. Mediante la separacion se pueden purificar, aislar o eliminar los biopolimeros.

Las moléculas diana se separan de al menos una o varias otras sustancias a partir de una muestra, donde la
muestra que contiene la molécula diana esta disuelta en un liquido que se pone en contacto con el material segun
la invencién. Los tiempos de contacto se encuentran habitualmente en el intervalo de 30 segundos a 24 horas.
Resulta ventajoso trabajar segun los principios de la cromatografia liquida, pasando el liquido a través de una
columna cromatografica que contiene el material de separacion segun la invencién. El liquido puede atravesar la
columna solo por su fuerza de gravedad o se puede bombear a través de ella con una bomba. Un método
alternativo consiste en la cromatografia discontinua. En este caso, el material de separacion se mezcla con el
liquido por agitacion o sacudimiento el tiempo necesario para que las moléculas diana o los biopolimeros se puedan
unir al material de separacion. Igualmente, se puede trabajar segun los principios del lecho fluidizado
cromatografico, introduciendo el liquido que se ha de separar en, por ejemplo, una suspensioén que contiene el
material de separacion y seleccionandose el material de separacion de tal manera, que por su alta densidad y/o un
ndcleo magnético sea adecuado para la separacion deseada.
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La molécula diana se une habitualmente al material segun la invencién. A continuacién, el material de separacion
se puede lavar con un tampén de lavado, que preferentemente presenta la misma fuerza idnica y el mismo pH que
el liquido en el que la molécula diana se pone en contacto con el material de separacion. El tampo6n de lavado
elimina todas las sustancias que no se unen al material de separacidon. Se pueden realizar pasos de lavado
adicionales con tampones adecuados. La desorcion de la molécula diana unida se efectia aumentando la fuerza
ibnica en el eluyente. También es posible realizar una elucién alterando el valor de pH del eluyente,
preferentemente por aumento del valor de pH, usando un eluyente con una polaridad distinta a la del tampén de
adsorcion o, dado el caso, usando un agente tensioactivo disuelto en el eluyente, preferentemente en combinacién
con un aumento de la fuerza i6nica. La molécula diana se puede obtener purificada y concentrada en el eluyente.
Después de la desorcion la molécula diana presenta normalmente una pureza del 70% al 99%, preferentemente del
85% al 99%, con especial preferencia del 90% al 99%.

También existe la posibilidad de que la molécula diana permanezca en el liquido mientras que otras sustancias
concomitantes se unen al material de separacién. La molécula diana se obtiene entonces directamente recogiendo
el eluato a medida que atraviesa la columna. El especialista sabe como debe adaptar las condiciones,
especialmente el pH y/o la conductividad, para enlazar un biopolimero concreto a un material de soporte o si resulta
ventajoso para el objetivo de la purificacién no enlazar la molécula diana.

Los biopolimeros proceden predominante pero no exclusivamente de fuentes liquidas o estan contenidos en ellas,
como, por ejemplo, en liquidos corporales como, por ejemplo, sangre, sueros, saliva u orina, extractos tisulares,
leche, suero de la leche, extractos vegetales, extractos celulares, cultivos celulares, caldos de fermentacion,
extractos animales. Los anticuerpos pueden proceder, por ejemplo, de células mamiferas de roedores o de
hibridomas.

El material de separacion segun la invencion se puede usar en un primer paso de purificacién cromatogréafica (paso
de captura) de un proceso de procesado de un biopolimero. Normalmente resulta ventajoso filtrar las soluciones
brutas cargadas de solidos, como, por ejemplo, suspensiones celulares u homogeneizados celulares, antes del
paso de captura para eliminar impurezas gruesas tales como células enteras o fragmentos celulares. Como se ha
descrito anteriormente, una ventaja de la presente invencion reside en que no se tiene que adaptar la fuerza i6nica
del sobrenadante del cultivo celular. Si todavia no se ha alcanzado la pureza deseada del biopolimero,
generalmente al paso de captura le siguen otras etapas de purificacion cromatografica con otros materiales de
separacion capaces de eliminar las diferentes impurezas restantes. Puesto que el orden en el que se aplican los
materiales de separacion puede influir en el rendimiento total del proceso, en determinados casos puede ser venta-
joso usar el material de separacion segun la invencién en la segunda, tercera o cuarta etapa de purificacion.

La invencién se refiere asimismo a un kit para la purificacion o la separacion de biopolimeros de una o varias otras
sustancias a partir de un liquido. El kit consta de una columna cromatografica rellena del material de separacion
segun la invencion, uno o varios tampones y un prospecto con instrucciones escritas. El liquido se ajusta con un
tampoén a un pH de, por ejemplo, 5,5 y se pone en contacto con la columna cromatogréafica. Primero se lava la
columna con un tampon de lavado, obteniéndose una fraccién con los componentes que no se unen, después se
desorben los biopolimeros con un tampoén de elucién con una fuerza iénica mayor, por ejemplo con una solucion de
NaCl 1 M, y se obtienen en una segunda fraccion.

La presente descripcion permite a los especialistas usar la invencion en todo su alcance. Por eso, incluso sin otras
explicaciones, se asume que un especialista puede utilizar la descripcion anterior en el alcance mas amplio.

En el caso de posibles faltas de claridad, es evidente que se deben consultar las publicaciones y la bibliografia de
patentes citadas. Por consiguiente, estos documentos se consideran una parte de la publicacion de la presente
descripcion.

Para una mejor comprensién y para ilustrar la invencion, a continuacion se presentan ejemplos que se encuentran
dentro del alcance de proteccién de la presente invencién. Estos ejemplos también sirven para ilustrar posibles
variantes. Sin embargo, a causa de la validez general del principio de la invencion descrito, los ejemplos no son
apropiados para reducir el alcance de proteccion de la presente solicitud Unicamente a éstos.

Ademas, para los especialistas es evidente que, tanto en los ejemplos dados como en el resto de descripcion, las
cantidades de componentes presentes en las composiciones siempre suman como maximo 100% en peso o en mol
respecto a la composicién total y no pueden superar esta cantidad, incluso si se pudieran obtener valores mas
elevados a partir de los intervalos de porcentaje indicados. Si no se indica lo contrario, los datos en % son en % en
peso o en mol, a excepcion de las proporciones, que se expresan en volumen, como, por ejemplo, el eluyente, para
cuya preparacion se usan mezclas de disolventes en relaciones volumétricas determinadas.

Las temperaturas indicadas en los ejemplos y en la descripcion, asi como en las reivindicaciones, se indican
siempre en °C.
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Ejemplos
Ejemplo 1:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y
bencilacrilamida (preparacion 05SW136)

Realizacion:

En un equipo de reaccién de vidrio con un agitador de paletas planas se prepara una suspension de 70 g de
Fractogel TSK HW65 (M) humedo filtrado por aspiracién (lavado con acido mineral diluido y agua desionizada), una
solucién de 32,3 g de bencilacrilamida en 250 ml de dioxano y una solucién de 41,5 g de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y 25 g de sosa caustica al 32% en 50 ml de agua desionizada. Se lleva a un volumen de 475
ml con agua desionizada y se ajusta a pH 4 con sosa caustica al 32% o acido nitrico al 65%.

En un embudo de goteo con compensacion de presion se introduce una solucién de iniciador de 13,7 g de nitrato de
amonio y cerio(lV) y 1,2 g de &cido nitrico al 65% en 25 ml de agua desionizada. El equipo completo se inertiza con
nitrégeno por evacuacion y relajacion repetida (3x). A continuacion se calienta la suspension en el equipo a 70°C.

La solucion de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 70°C. La
suspension se agita durante 17 horas a 70°C bajo una ligera corriente de nitrégeno. Después, la solucion de
reaccion se filtra por succiéon a través de una frita de vidrio (P2) y el gel se lava sobre la frita con 100 ml,
respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

8x &cido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M
3x agua desionizada

2x sosa céustica 1 M

4x agua desionizada

5x acetona

5x agua

El gel se suspende en 200 ml de agua desionizada y se ajusta a pH 7 con acido clorhidrico al 25%. El
almacenamiento se efectla en etanol al 20% a temperatura ambiente.

Ejemplo 2:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido acrilico y bencilacrilamida (preparacion
06SW297)

Realizacion:

En un equipo de reaccion de vidrio con un agitador de paletas planas se prepara una suspension de 77,9 g de
Fractogel TSK HW65 (M) humedo filtrado por aspiracion (lavado con acido mineral diluido y agua desionizada), una
solucion de 1,34 g de bencilacrilamida en 14,5 ml de dioxano y una solucion de 18,0 g de acido acrilico en 50 ml de
agua desionizada. Se ajusta a pH 4 con sosa caustica al 32% y se lleva a un volumen de 375 ml con agua
desionizada.

En un embudo de goteo con compensacion de presion se disuelven otros 6,72 g de bencilacrilamida en 73 ml de
dioxano y se lleva a un volumen de 100 ml con agua desionizada.

En un segundo embudo de goteo con compensacion de presion se introduce una solucion de iniciador de 9,6 g de
nitrato de amonio y cerio(lV) y 1,2 g de acido nitrico al 65% en 25 ml de agua desionizada. El equipo completo se
inertiza con nitrégeno por evacuacion y relajaciéon repetida (3x). A continuacién se calienta la suspension en el
equipo a 55°C.

La solucion de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 55°C. La
suspension se agita a 55°C bajo una ligera corriente de nitrégeno y cada 30 min se afiaden, respectivamente, 20 ml
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de la solucién de bencilacrilamida en dioxano. En total, la suspension de reaccién se sigue agitando durante 17
horas a 55°C después de afiadir el iniciador. Después, la solucién de reaccién se filtra por succion a través de una
frita de vidrio (P2) y el gel se lava sobre la frita con 100 ml, respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente
manera:

2x &cido sulftrico 0,5 M/acido ascérbico 0,2 M - acetona 1:1 (V/V)
8x acido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M

3x agua desionizada

2x sosa céaustica 1M.

El gel se suspende en 200 ml de sosa caustica 1 M y se agita durante 20 horas, y después de filtrarlo por succion,
el gel se sigue lavando sobre la frita con 100 ml, respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

2X sosa caustica 1 M
5x agua desionizada

El gel se suspende en 200 ml de agua desionizada y se ajusta a pH 7 con acido clorhidrico al 25%. El
almacenamiento se efectlia en etanol al 20% a temperatura ambiente.

Ejemplo 3:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico, acido
acrilico y bencilacrilamida (preparacion 06SW085)

Realizacion:

En un equipo de reaccién de vidrio con un agitador de paletas planas se prepara una suspension de 69 g de
Fractogel TSK HW65 (M) humedo filtrado por aspiracion (lavado con acido mineral diluido y agua desionizada), una
solucién de 32,2 g de bencilacrilamida en 250 ml de dioxano, una solucién de 25,9 g de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y 15,6 g de sosa caustica al 32% en 50 ml de agua desionizada y 9,0 g de acido acrilico. Se
lleva a un volumen de 475 ml con agua desionizada y se ajusta a pH 4 con sosa caustica al 32% o acido nitrico al
65%.

En un embudo de goteo con compensacion de presion se introduce una solucién de iniciador de 13,7 g de nitrato de
amonio y cerio(lV) y 1,2 g de acido nitrico al 65% en 25 ml de agua desionizada. El equipo completo se inertiza con
nitrégeno por evacuacion y relajacion repetida (3x). A continuacion se calienta la suspensién en el equipo a 55°C.

La soluciéon de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 55°C. La
suspension se agita durante 17 horas a 55°C bajo una ligera corriente de nitrégeno. Después, la solucién de
reaccion se filtra por succion a través de una frita de vidrio (P2) y el gel se lava sobre la frita con 100 ml,
respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

8x &cido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M
3x agua desionizada
2X sosa caustica 1 M

El gel se suspende en 200 ml de sosa caustica 1 My se agita durante 20 horas, y después de filtrarlo por succion,
el gel se sigue lavando sobre la frita con 100 ml, respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

2x sosa caustica 1 M
4x agua desionizada 5x acido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M

5x agua desionizada
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El gel se suspende en 200 ml de agua desionizada y se ajusta a pH 7 con acido clorhidrico al 25%. El
almacenamiento se efectlia en etanol al 20% a temperatura ambiente.

Ejemplo 4:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido
acrilico (preparacion 05PP131)

Realizacion:

En un equipo de reaccién de vidrio con un agitador de paletas planas se prepara una suspension de 140 g de
Fractogel TSK HW65 (M) hamedo filtrado por aspiracion (lavado con acido mineral diluido y agua desionizada) y
una solucién de 33,6 g de sosa caustica al 32% en 120 ml de agua desionizada, 46,6 g de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico (adicidon bajo refrigeracion con hielo) y 16,2 g de acido acrilico. Se lleva a un volumen de 400
ml con agua desionizada y se ajusta a pH 3 con &cido nitrico al 65%.

En un embudo de goteo con compensacion de presion se introduce una solucién de iniciador de 2,8 g de nitrato de
amonio y cerio(IV) y 0,7 g de &cido nitrico al 65% en 50 ml de agua desionizada. El equipo completo se inertiza con
nitrégeno por evacuacion y relajacion repetida (3x). A continuacion se calienta la suspension en el equipo a 42°C.

La solucion de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 42°C. La
suspension se agita bajo una ligera corriente de nitrégeno durante 5 horas a 42°C y a continuacién durante otras 17
horas a temperatura ambiente. Después, la solucion de reaccién se filtra por succién a través de una frita de vidrio
(P2) y el gel se lava sobre la frita con 200 ml, respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

7x agua desionizada

8x &cido sulfarico 1 M, acido ascorbico 0,2 M

5x agua desionizada

3x sosa céustica 1M

3x agua desionizada

1x tampdn fosfato 50 mM pH 7,0

2x agua desionizada

2x etanol al 20%/cloruro s6dico 150 mM

El almacenamiento se efectlia en una solucion de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.
Ejemplo 5:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido
acrilico (preparacion 06PP066)

Realizacion:

En un equipo de reaccién de vidrio con un agitador de paletas planas se prepara una suspension de 210 g de
Fractogel TSK HW65 (M) hamedo filtrado por aspiracion (lavado con acido mineral diluido y agua desionizada) y
una solucién de 56,1 g de sosa caustica al 32% en 150 ml de agua desionizada, 77,7 g de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico (adicion bajo refrigeracion con hielo) y 27,0 g de acido acrilico. Se lleva a un volumen de 660
ml con agua desionizada y se ajusta a pH 3 con &cido nitrico al 65%.

En un embudo de goteo con compensacion de presion se introduce una solucién de iniciador de 20,7 g de nitrato de
amonio y cerio(lV) y 7,2 g de &cido nitrico al 65% en 90 ml de agua desionizada. El equipo completo se inertiza con
nitrégeno por evacuacion y relajacion repetida (3x). A continuacion se calienta la suspension en el equipo a 55°C.

La solucion de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 55°C. La
suspension se agita durante 3 horas a 55°C bajo una ligera corriente de nitrdgeno. Después, la solucién de reaccion
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se filtra por succion a través de una frita de vidrio (P2) y el gel se lava sobre la frita con 300 ml, respectivamente, de
solucién de lavado de la siguiente manera:

7x agua desionizada
8x acido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M
5x agua desionizada
2x sosa céustica 1 M

El gel se suspende en 600 ml de sosa caustica 1 M y se agita durante 20 horas, y después de filtrarlo por succion,
el gel se sigue lavando sobre la frita con 100 ml, respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

2x sosa caustica 1 M

3x agua desionizada

1x tampdn fosfato 50 mM pH 7,0

2x agua desionizada

2x etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM

El almacenamiento se efectlia en una solucion de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.
Ejemplo 6:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido
acrilico (preparacion 06PP189)

Para la realizacion véanse las instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-
2-metilpropanosulfénico y acido acrilico (preparacion 06PP066) Solo se afiadieron pasos de lavado adicionales con
2x &cido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M.

Ejemplo 7:

Instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido acrilico (preparacién 06PP262)

Realizacion:

Sobre una frita de vidrio, 40 ml del copolimero de injerto sedimentado de acido 2-acrilamido-2-metil-
propanosulfénico y acido acrilico se lavan 8x con 40 ml de agua, respectivamente, sobre Fractogel (preparacion
06PP189) y se filtran por succion.

En un equipo de vidrio con agitador de paletas planas se suspende el gel humedo filtrado por aspiracién en una
solucion de 12,8 g de bencilamina en 32 ml de agua desionizada y se ajusta a pH 4,7 con acido clorhidrico al 32%.
Una vez comprobado y, dado el caso, reajustado el valor de pH se afiaden 0,8 g de hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC).

La suspension se agita, manteniéndose el valor de pH a pH 4,7 por adicion de sosa caustica al 6%. Al cabo de 3
horas se afiaden otros 0,8 g de EDC. El valor de pH se sigue manteniendo a pH 4,7 por adicion de sosa caustica al
6% y se comprueba durante al menos 1 hora.

Tras agitar durante 17 horas, la solucion de reaccion se filtra por succion a través de una frita de vidrio (P2) y el gel
se lava sobre la frita con 40 ml, respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

10x agua desionizada

3x solucién de cloruro sédico 1 M
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5x tampén fosfato 50 mM, pH 7,0

2x solucion de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM

El almacenamiento se efectla en una solucién de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.
Ejemplo 8:

Instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido acrilico (preparacién 06PP345)

Para la realizacion véanse las instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un copolimero de injerto de
acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido acrilico (preparacion 06PP262). Se afiaden respectivamente 0,6
g de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC).

Ejemplo 9:

Instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido acrilico (preparacion 06PP346)

Para la realizacion véanse las instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un copolimero de injerto de
acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido acrilico (preparacion 06PP262). Se afiade respectivamente 1,0 g
de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC).

Ejemplo 10:

Instrucciones para la preparacion de un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido
4-acrilamidobutirico (preparacion 06SW055)

Realizacion:

En un equipo de reaccion de vidrio con un agitador de paletas planas se prepara una suspension de 70 g de
Fractogel TSK HW65 (M) humedo filtrado por aspiracion (lavado con acido mineral diluido y agua desionizada) y
una solucion de 16,8 g de sosa caustica al 32% en 75 ml de agua desionizada, 13,3 g de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico (adicién bajo refrigeracion con hielo) y 17,7 g de acido 4-acrilamidobutirico. Se lleva a un
volumen de 200 ml con agua desionizada y se ajusta a pH 3 con acido nitrico al 65%.

En un embudo de goteo con compensacion de presién se introduce una solucion de iniciador de 6,2 g de nitrato de
amonio y cerio(lV) y 0,4 g de acido nitrico al 65% en 25 ml de agua desionizada. El equipo completo se inertiza con
nitrégeno por evacuacion y relajacion repetida (3x). A continuacion se calienta la suspensién en el equipo a 55°C.

La solucién de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 55°C. La
suspension se agita durante 3 horas a 55°C bajo una ligera corriente de nitrégeno. Después, la solucion de reaccién
se filtra por succion a través de una frita de vidrio (P2) y el gel se lava sobre la frita con 100 ml, respectivamente, de
solucién de lavado de la siguiente manera:

5x &cido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M
3x agua desionizada

4x sosa caustica 1M

5x agua desionizada

1x tampdn fosfato 50 mM pH 7,0

3x agua desionizada

2x etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM
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El almacenamiento se efectla en una solucién de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.
Ejemplo 11:
Instrucciones para la preparacion de un polimero de injerto de acido 4-acrilamidobutirico (preparacién 05PP116)
Realizacion:

En un equipo de reaccion de vidrio con un agitador de paletas planas se afiaden entre 0 y 5°C 25,0 g de sosa
caustica al 32% a una solucion de 20,6 g de acido 4-aminobutirico en 200 ml de agua desionizada. Bajo agitacion
intensa y entre 0 y 5°C se dosifican simultdneamente desde dos embudos de goteo 18,2 g de cloruro del acido
acrilico y 25,0 g de sosa caustica al 32%. Después se sigue agitando durante 45 minutos a temperatura ambiente.
La solucién de mondmeros se acidifica a pH 2 con acido nitrico al 65%.

Se suspenden 70 g de Fractogel TSK HW65 (M) himedo filtrado por aspiracion (lavado con acido mineral diluido y
agua desionizada) en la solucion de mondémeros. Se lleva a un volumen de 450 ml con agua desionizada y se
ajusta a pH 2 con acido nitrico al 65%.

En un embudo de goteo con compensacion de presién se introduce una solucion de iniciador de 2,7 g de nitrato de
amonio y cerio(lV) y 1,0 g de acido nitrico al 65% en 50 ml de agua desionizada. El equipo completo se inertiza con
nitrégeno por evacuacion y relajacion repetida (3x). A continuacion se calienta la suspensién en el equipo a 42°C.

La soluciéon de iniciador se afiade bajo agitacion a la suspension inertizada a una temperatura interior de 42°C. La
suspension se agita bajo una ligera corriente de nitrégeno durante 5 horas a 42°C y a continuacién durante otras 17
horas a temperatura ambiente. Después, la solucion de reaccion se filtra por succién a través de una frita de vidrio
(P2) y el gel se lava sobre la frita con 200 ml, respectivamente, de solucién de lavado de la siguiente manera:

5x agua desionizada
8x acido sulfarico 0,5 M, acido ascoérbico 0,2 M
3x agua desionizada
2x sosa céustica 1 M
2x agua desionizada

El gel se suspende en 200 ml de agua desionizada y se ajusta a pH 7 con &acido clorhidrico al 25%. El
almacenamiento se efectlia en etanol al 20% a temperatura ambiente.

Ejemplo 12:

Instrucciones para el acoplamiento de aminas a un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido acrilico

Realizacion:

Sobre una frita de vidrio se lavan 8x con 20 ml de agua, respectivamente, 20 ml del copolimero de injerto
sedimentado de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido acrilico sobre Fractogel (preparacion 06PP066
0 05PP131) y se filtran por succién.

Solucion de amina: Se disuelven entre 5 y 60 mmoles de amina en 20 ml de agua desionizada (0 DMF/agua
desionizada 3:1) y se ajusta a pH 4,7 con acido clorhidrico al 32% (tabla 2).

Solucion de EDC: Se disuelven 2,4 g de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) en 4,8
ml de agua desionizada.

El gel humedo filtrado por aspiracién se suspende en la solucion de amina en un vaso que se puede cerrar.
Después se afiaden 1,2 ml de soluciéon de EDC y la suspensién se agita a temperatura ambiente. Al cabo de 3
horas se afiaden otros 1,2 ml de la solucién de EDC y se agita durante otras 17 horas.
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La solucion de reaccion se filtra por succioén a través de una frita de vidrio y el gel se lava sobre la frita con 20 ml,
respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

(dado el caso 5x DMF)
5x agua desionizada
3x con sosa caustica 1 M/etanol 2:8 (v/v)

El gel se suspende en 20 ml de sosa caustica 1 M/etanol 2:8 y se agita durante 20 horas, y después de filtrarlo por
succion, el gel se sigue lavando sobre la frita con 20 ml, respectivamente, de soluciéon de lavado de la siguiente
manera:

2x sosa céustica 1 M/etanol 2:8

3x agua desionizada

1x tampdn fosfato 50 mM, pH 7,0

2x agua desionizada

2x solucion de etanol al 20%/cloruro sodico 150 mM

El almacenamiento se efectlia en una solucién de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.
Ejemplo 13:

Instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido 4-acrilamidobutirico (preparacién 06SWO058)

Realizacion:

Sobre una frita de vidrio se lavan 20 ml del copolimero de injerto sedimentado de &cido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido 4-acrilamidobutirico sobre Fractogel (preparacion 06SW055) 5x con 20 ml de agua,
respectivamente, y 5x con 20 ml, respectivamente, de una solucién de acido 2-morfolinoetanosulfénico 0,1 M
(tampon MES) pH 4,7 y se filtran por succion.

Se disuelven 6,4 g de bencilamina en 20 ml de tampén MES 0,1 M y se ajusta a pH 4,7 con acido clorhidrico al
32%.

El gel humedo filtrado por aspiracidon se suspende en la soluciéon de bencilamina en un vaso que se puede cerrar.
Después se afiaden 0,4 g de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) y la suspensién se
agita a temperatura ambiente. Al cabo de 3 horas se afiaden otros 0,4 g de EDC y se agita durante otras 17 horas.

La solucion de reaccion se filtra por succion a través de una frita de vidrio y el gel se lava sobre la frita con 20 ml,
respectivamente, de solucion de lavado de la siguiente manera:

10x agua desionizada

3x solucion de cloruro sédico 1 M

5x tampén fosfato 50 mM, pH 7,0

2x agua desionizada

2x solucion de etanol al 20%/cloruro sodico 150 mM

El almacenamiento se efectlia en una solucion de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.

La capacidad de union estatica de IgG humana policlonal (Gammanorm) en fosfato 20 mM, cloruro sddico 75 mM,
pH 6,5, asciende a 30,9 mg de IgG/ml y en fosfato 20 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 6,5, a 9,1 mg de IgG/ml. El
método para la determinacion de la capacidad de unién se describe en el ejemplo 15.
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Ejemplo 14:

Instrucciones para el acoplamiento de bencilamina a un polimero de injerto de acido 4-acrilamidobutirico
(preparacién 05PP117/05PP118)

Realizacion:

Sobre una frita de vidrio se lavan 20 ml del copolimero de injerto sedimentado de acido 4-acrilamidobutirico sobre
Fractogel (preparacion 05PP116) 5x con 20 ml de agua, respectivamente, y 5x con 20 ml, respectivamente, de una
solucién de acido 3-morfolinopropanosulfénico 0,1 M (tampdn MPS) pH 4,7 y se filtran por succién.

Variante A: Se disuelven 6,4 g de bencilamina en 20 ml de tampén MPS 0,1 M y se ajusta a pH 4,7 con acido
clorhidrico al 32%.

El gel humedo filtrado por aspiracion se suspende en la solucién de amina en un vaso que se puede cerrar. Se
afiaden 0,4 g de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) y la suspensién se agita a
temperatura ambiente. Al cabo de 3 horas se afiaden otros 0,4 g de EDC y se agita durante otras 17 horas.

Variante B: Se disuelven 1,1 g de bencilamina en 20 ml de tamp6on MPS 0,1 M y se ajusta a pH 4,7 con acido
clorhidrico al 32%.

El gel humedo filtrado por aspiracion se suspende en la solucién de amina en un vaso que se puede cerrar. Se
afaden 0,07 g de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) y la suspension se agita a
temperatura ambiente. Al cabo de 3 horas se afiaden otros 0,07 g de EDC y se agita durante otras 17 horas.

Las soluciones de reaccion de la variante A o B se filtran por succién a través de una frita de vidrio y los geles se
lavan sobre la frita con 20 ml, respectivamente, de solucién de lavado de la siguiente manera:

10x agua desmineralizada

3x solucion de cloruro sédico 1 M

5x tampén fosfato 50 mM pH 7,0

El almacenamiento se efectlia en una solucién de etanol al 20%/cloruro sédico 150 mM a temperatura ambiente.

La capacidad de union estatica de IgG humana policlonal (Gammanorm) en fosfato 20 mM, cloruro sddico 75 mM,
pH 6,5, asciende en el gel de la variante A a 7,6 mg de IgG/ml, y en el gel de la variante B, a 16,8 mg de IgG/ml. El
método para la determinacion de la capacidad de unién se describe en el ejemplo 15.

Ejemplo 15:
Determinacion de la capacidad de unién estatica de 1gG (formato de placa de microtitulacion)

Todas las suspensiones de gel se ajustaron con etanol al 20% en agua a un volumen del gel sedimentado del 50%.
Se rellena una placa filtrante con tampo6n de unién y con 20 pl de la suspensién de gel homogeneizada. Después, la
placa filtrante se filtra por succién en una estacién de vacio.

Se rellena una placa de pocillos profundos con tampén de union, se afiade solucién madre de 1gG (IgG humana
policlonal Gammanorm, empresa Octapharma) y se mezcla.

Se afiaden 200 pl de la solucién de IgG al gel en la placa filtrante y se agita durante 15 min en un agitador. La placa
filtrante se filtra por succidén en la estacion de vacio. Se lava dos veces con 100 pl, respectivamente, de tamp6n de
union y se filtra por succion. Después, se afiaden 200 pl, respectivamente, de tampon de elucion (fosfato 20 mM,
cloruro sédico 1 M, pH 7) a la placa filtrante y se agita durante 5 min. El sobrenadante se filtra con succién en la
estacion de vacio y se transfiere a una placa UV, que se mide en el fotdbmetro a 280 nm.

En la tabla 2 se exponen las capacidades de union de IgG calculadas a partir del eluato por 1 ml de volumen del gel
sedimentado (IgG SBC). Como tampones de unién se usaron fosfato 20 mM, cloruro sédico 75 mM, pH 6,5 y fosfato
20 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 6,5.

En la tabla 2 se compilan las capacidades de union de los materiales de separacion del ejemplo 12.
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Ejemplo 16:
Determinacion de la composicion quimica de los polimeros de injerto

Cuando en el caso de los polimeros de injerto se trata de cadenas de poliacrilamida, se pueden disociar los grupos
funcionales por hidrélisis acida. Los grupos funcionales se liberan en forma de amina y se pueden analizar
cuantitativamente mediante HPLC después de la derivatizacién con orto-ftaldialdehido y mercaptoetanol. Para el
calibrado se usan aminas comerciales o el monémero usado en la sintesis, que después tiene que ser hidrolizado
como el polimero de injerto.

Se afiaden 1.000 pl de acido clorhidrico 5 M a 10 mg de gel seco, se trata en el bafio de ultrasonidos y a
continuacion se calienta a 125°C durante 10 horas en un recipiente a presion de 1 ml.

Una vez enfriado a temperatura ambiente, el recipiente a presion se abre y se retiran con una pipeta
aproximadamente 200 pl de sobrenadante, que se centrifuga durante 5 min (8.000 rpm).

Se neutralizan 40 pl del sobrenadante transparente con 176 pl de sosa caustica 1 M y se afiaden 325 pl de tampdn
borato 0,5 M, pH 9,5, y 119 pl de acetonitrilo/agua 8:2 (v/v) y se mezclan. Después se afiaden 100 pul del reactivo
OPA, que se prepara a partir de 100 mg de orto-ftaldialdehido, 9 ml de metanol, 1 ml de tampon borato 0,5 M, pH
9,5, y 100 pl de mercaptoetanol, y se agita intensamente. Tras un tiempo de reaccién de 2 minutos la muestra se
analiza por HPLC (deteccion UV 330 nm).

El nimero de grupos cargados se determina por titulacion. Para ello se agita el gel con acido clorhidrico 0,5 My se
lava con acido clorhidrico 0,001 M. El gel asi cargado se titula con sosa caustica 0,1 M. A continuacion, el gel se
lava y se seca. La determinacion de los puntos de equivalencia se efectlia hallando la primera derivada.

Los resultados se exponen en la Tabla 4.
Ejemplo 17:
Determinacion de la capacidad de unién dinamida de IgG

Se rellenaron columnas con un contenido de 1 ml. Columnas Proteo-Cart y columnas Superformance con una altura
del lecho de 19 mm y 13 mm, respectivamente, y una compresion del 20% y 10%, respectivamente. Las columnas
se cargaron con una solucion de IgG con un contenido de 1 g/l en tamp6n A (preparado a partir de IgG humana
policlonal Gammanorm, empresa Octapharma) hasta obtener un pico no retenido del 10%. La velocidad de flujo se
eligié de tal manera, que el tiempo de contacto en la columna ascendiera a 4 min. Tras aclarar con tampo6n A se
eluyé con tampoén B.

tampdn A: fosfato 25 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 6,5
tampon B: fosfato 25 mM, cloruro sédico 1 M, pH 6,5

o bien

tampon A’ fosfato 25 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 5,5
tampdn B': fosfato 25 mM, cloruro sédico 1 M, pH 5,5

o bien

tampdn A”: fosfato 25 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 5,5
tampon B”: tampén TRIS 50 mM, cloruro sédico 2 M, pH 9,0
Los resultados se exponen en la Tabla 4.

Ejemplo 18:

Experimento de unién con anticuerpos monoclonales
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Una columna Proteo-Cart con un contenido de 1 ml (Merck KgaA) se rellena con un material de separacion
(06PP343) preparado segun el ejemplo 7 (compresién del 17%) y se equilibra con fosfato 25 mM, cloruro sédico
150 mM, pH 5,5 (aprox. 12 mS/cm). Se aplica en la columna una muestra con 20 mg de anticuerpo monoclonal
quimérico (como se describe en Clinical Cancer Research 1995, 1, 1311- 1318, disuelto en fosfato 25 mM, cloruro
sédico 150 mM, pH 5,5) a una velocidad de flujo de 0,2 ml/min. La elucién se efectiia con una solucién que contiene
fosfato 25 mM, cloruro sédico 1 M a pH 5,5. La recuperacién siguiente del anticuerpo una vez efectuada la elucion
ascendi6 al 98% en los ensayos realizados.

En la figura 3 se muestra el cromatograma.
Ejemplo 19:
Cromatografia de exclusién molecular

Los coeficientes de reparto Kd de pululanos con diferentes pesos moleculares, representados en la figura 2
mediante su radio de viscosidad, se determinaron experimentalmente mediante experimentos isocraticos a tres
concentraciones de sal (cloruro soédico 0, 0,1 y 1,0 M) para un polimero de injerto de acido acrilamido-2-
metilpropanosulfénico y acido acrilico antes (Fractogel SO3/COO) y después del acoplamiento de bencilamina
(Fractogel SO3/COO/bencilo).

Tabla 2: Acoplamiento de aminas a un copolimero de injerto de acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico y acido
acrilico, capacidad de unién estatica (SB) de IgG humana policlonal (Gammanorm) a pH 6,5 y cloruro sédico 75 o
150 mM por ml de gel sedimentado.

Preparacion Precursor Disolvente  Amina Amina(s) (relacién) SB NaCl SB NaCl 150
75 mM mM
mmol mg IgG/ml mg IgG/ml
so3™ no procede 6,4 0,3
coo¥ no procede 1,2 0,2
05PP131®  no procede 15 0,3
05PP157 05PP131 Agua 10  4-Metoxibencilamina 16,6 no
determinado
05PP143 05PP131 Agua 60 Fenoxietilamina 17,4 no
determinado
05PP158 05PP131 Agua 10  4-Fluorobencilamina 17,4 no
determinado
06PP069 06PP066 DMF/Agua 60 Octilamina 20,2 5,2
05PP152 05PP131 Agua 5 Hidrocloruro de 23,4 no
fenacilamina determinado
05PP151 05PP131 Agua 30 Anilina 26,5 no
determinado
06PP080 06PP066 DMF/Agua 60 Naftilmetilamina 27,9 11,4
06PP054 06PP066 Agua 60 Bencilamina/tiramina 28,1 12,5
(90:10)
05PP132 05PP131 Agua 60 Bencilamina 30,2 no

determinado
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(continuacion)

Preparacion Precursor Disolvente  Amina Amina(s) (relacién) SB NaCl SB NaCl 150

75 mM mM
mmol mg IgG/ml mg IgG/ml
06PPO0O51 06PP066 Agua 60 Bencilamina/etanol- 32,7 12,9
amina (90:10)

06PP119 06PP066 Agua 60 Bencilamina 37,9 20,4

06PP118 06PP066 DMF/Agua 60  Triptamina 42,3 254

06PP086 06PP066 Agua 60 Feniletilamina 45,5 18,1

[1] Fractogel® EMD SOs (M) disponible en el mercado,
[2] Fractogel® EMD COO’ (M) disponible en el mercado,

[3] Copolimero de injerto antes de la reacciéon de acoplamiento con amina hidréfoba.
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Tabla 3: Capacidad de unién dinamica (DB) de IgG humana policlonal (Gammanorm) con cloruro sédico 150 mMy a
pH 5,5 o0 pH 6,5 por ml de gel rellenado y composicion quimica de los polimeros de injerto.

Preparaciéon DBpH 6,5 DBY™pH5,5 DB¥ pH 5,5 Grupos Grupos Grupos
(recuperacion)  (recuperacion) SO3- bencilo cargados
(titulacion)
mg IgG/ml mg IgG/ml mg IgG/ml pmol/g pumol/g pumol/g
Fractogel® 1,1 0,4 (n.d.) n.d.
EMD SO3
(M)
Fractogel® 0,5 0,6 (n.d.) n.d.
EMD COO
(M)
055SW136 1,4 28,0 (96%) n.d. 240 422 393
06SW297 0,9 42,9 (83%) 50,5 (96%) 122 2016
06SW085 n.d. 34,7 (93%) 36,9 (98%) 107 187 497
06PP262 1,2 68,1 (82%) 76,1 (93%) 521 467 1366
06PP345 0,5 15,7 (85%) 22,7 (100%) 657 353 1480%!
06PP346 1,3 61,2 (77%) 67,4 (89%) 582 530 1303

[1] Elucién con tamp6n B’ a pH 5,5
[2] Elucién con tampén B” a pH 9,0

[3] Calculado a partir del resultado de la titulacion del precursor (06PP189 con 1.833 umol/g o
06PP292 con 1.963 umol/g) y la densidad de grupos bencilo

n.d. no determinado
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REIVINDICACIONES

1. Materiales de separacién para la cromatografia de intercambio iénico basados en soportes de base con
contenido en grupos hidroxilo en cuya superficie estan unidos covalentemente copolimeros, caracterizados
porque

10

15

20

25

30

a) el soporte de base contiene grupos hidroxilo alifaticos,

b) los copolimeros unidos covalentemente estan unidos al soporte a través de una unidad monomérica
terminal,

c) los copolimeros contienen al menos dos unidades monomeéricas diferentes,
d) las unidades monoméricas estan enlazadas de forma lineal,

e) el copolimero contiene al menos una unidad monomérica que lleva una carga negativa en forma de un
acido sulfénico o acido carboxilico y contiene, ademas, grupos éster o amida y grupos alquilo y/o alquileno
y, como maximo, un total de 8 atomos de C pero ningun grupo arilo, o que lleva una carga negativa en
forma de un &cido sulfénico o acido carboxilico y contiene, ademas, grupos alquilo y/o alquileno pero
ningun grupo arilo,

f) el copolimero contiene al menos una unidad monomérica que como grupo hidréfobo lleva alquilo de
cadena lineal o ramificado con 4 a 18 atomos de C o grupos arilo correspondientes y contiene grupos éster
0 amida, y

g) la relacion entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades monoméricas con grupos
hidréfobos se encuentra en el intervalo de 99:1 a 10:90.

Materiales de separacion segun la reivindicacion 1, caracterizados porque

a) el soporte de base contiene grupos hidroxilo alifaticos,

b) los copolimeros unidos covalentemente estan unidos al soporte a través de una unidad monomérica
terminal,

c) los copolimeros contienen al menos dos unidades monoméricas diferentes,
d) las unidades monoméricas estan enlazadas de forma lineal,

e) el copolimero presenta al menos una unidad monomérica de carga negativa, bien de formula general (1)

en la que significan
R!, R? e Y independientemente entre si
H o CHs,
R® R*-SO3M o0 R*-COOM,
R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de Cy

M H, Na, K 0 NHa,
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bien de férmula general (2)

R’ R® 2)
en la que significan
R’y R®independientemente
Ho CHs, 0
R’ COOM cuando Z =My R® =H,
Z o bien M, R*-COOM o bien R*-SO3sM con
R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C,
y
M H, Na, K 0 HNg,
presenta en cada caso al menos una unidad monomérica de férmula general 1 y de férmula general (2) y

f) el copolimero presenta al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo de férmula general 1
gue confiere al copolimero un caracter hidréfobo,

en la que significan
R'H o COOM,
R*H 0 CHs,
Yy R® alquilo de cadena lineal o ramificado con hasta 18 atomos de C,
donde Yy R® llevan juntos al menos 6 atomos de C,
o
YH
y
R® alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 18 atomos de C o
YH
y
R® arilo o R®-arilo
0

Y Ho CHs

y
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R® R™-CONHX,

X alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 18 atomos de C,
arilo o R%-arilo

R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C

R® alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C, en el que un grupo metileno puede
estar reemplazado por O y puede estar sustituido con COOM

y
M H, Na, K o NHg,
o una unidad monomérica correspondiente de formula general (2),
en la que significan
R'H,
R®H 0 CHs,
Z alquilo de cadena lineal o ramificado con 4 a 18 atomos de C,
arilo, R%arilo 0 R*-CONHX,
X alquilo de cadena lineal o ramificado con 6 a 8 atomos de C, arilo, RS-arilo

y

R®un alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C,

y

g) la relacién entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades monoméricas con un
grupo hidréfobo se encuentra en el intervalo de 99:1 a 10:90.

3. Materiales de separacion segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizados porque

c) los copolimeros contienen al menos dos unidades monoméricas diferentes,
e) el copolimero presenta al menos una unidad monomérica de carga negativa de la serie acido 2-
acrilamido-2-metilpropanosulfénico, acido 2-acrilamidoetanosulfénico, carboximetilacrilamida,
carboxietilacrilamida,  carboxipropilacrilamida,  carboximetilmetacrilamida,  carboxietiimetacrilamida,
carboxipropilmetacrilamida, acido maleico, acido acrilico y acido metacrilico y

f) el copolimero presenta al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo de formula general (1)

O

HC—C C N Y

en la que significan

R'H,
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R®H 0 CHs,

YH

y

R arilo 0 R%-arilo,

o)

Y Ho CHs

y

R® R*-CONHX con

X arilo o R%-arilo,

R* metileno, etileno, propileno y

R® un alquileno de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 atomos de C, en el que un grupo metileno
puede estar reemplazado por O y estar sustituido con COOM

y

M H, Na, K 0 NH4.

4. Materiales de separacidn segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizados porque

c) los copolimeros contienen al menos dos unidades monoméricas diferentes,

e) el copolimero presenta al menos una unidad monomérica de carga negativa de la serie acido 2-acril-
amido-2-metilpropanosulfénico, acido 2-acrilamidoetanosulfénico, carboximetilacrilamida, car-
boxietilacrilamida, carboxipropilacrilamida, carboximetilmetacrilamida, carboxietilmetacrilamida,
carboxipropilmetacrilamida, acido maleico, acido acrilico y acido metacrilico y

f) el copolimero presenta al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo de formula general (1)

O

HC—C C N Y

en la que significan
R'H,
2
R“H o CHjs,
YH
y
R® fenilo, bencilo, feniletilo o fenoxietilo,
o]

Y Ho CHs
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y

R® R*-CONHX con
X fenilo, bencilo o feniletilo
y
5 R* metileno, etileno, propileno acriloilfenilglicina o acriloilfenilalanina.
5. Material de separacién segin una o varias de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque

a) el copolimero contiene como unidad monomérica de carga negativa acido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico o/y acido 2-acrilamidoetanosulfénico,

b) la relacion entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades monoméricas con un
10 grupo fenilo, bencilo o feniletilo hidr6fobo se encuentra en el intervalo de 70: 30 a 30: 70.

6. Material de separacion segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque a) el
copolimero contiene como unidad monomeérica de carga negativa acido acrilico o/y acido metacrilico y

b) la relacién molar entre las unidades monoméricas de carga negativa y las unidades monomeéricas con
un grupo fenilo, bencilo o feniletilo hidré6fobo se encuentra en el intervalo de 95:5 a 70:30.

15 7. Material de separacion segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque

a) el copolimero contiene un monémero de la serie acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonico y acido 2-
acrilamidoetanosulfénico como unidad monomeérica de carga negativa y

b) un monémero de la serie acido acrilico y acido metacrilico y

b) la relaciéon molar entre las unidades monomeéricas de carga negativa y las unidades monoméricas con
20 un grupo fenilo, bencilo o feniletilo hidr6fobo se encuentra en el intervalo de 95:5 a 30:70.

8. Procedimiento para la preparacion de los materiales de separacion segin una o varias de las reivindicaciones 1
a 7, caracterizado porque se polimeriza por injerto al menos una unidad monomeérica con un grupo funcional
de carga negativa con al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo y, dado el caso, con un
monomero neutro con propiedades hidrofilas, en una reaccidon de una o varias etapas sobre un material de
25 soporte inorganico, organico o hibrido con contenido en grupos hidroxilo.

9. Procedimiento seguln la reivindicacién 8, caracterizado porque se disuelve al menos una unidad monomérica
con un grupo funcional de carga negativa con al menos una unidad monomérica con un grupo hidréfobo y, dado
el caso, con un mondémero neutro con propiedades hidréfilas en acido diluido afiadiendo un codisolvente de la
serie acetona, dimetilacetamida, dimetilformamida, dioxano, tetrahidrofurano en presencia de iones cerio(lV) y

30 se polimeriza por injerto sobre un soporte de base con contenido en grupos hidroxilo.

10. Procedimiento para la preparacion de los materiales de separacidon segun las reivindicaciones 8 o 9,
caracterizado porque

a) se polimeriza por injerto al menos un monémero con un grupo carboxilo de férmula general (1)

O

HC—/C C N Y

35 en la que significan
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R!, R? e Y independientemente entre si

H o CHs,

R®R*-COOM Yy

R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C y
M H, Na, K 0 NHa,

y/o un mondémero con un grupo carboxilo de férmula general (2)

HC—C—C——0Z

R R (2)

en la que significan
R’y R® independientemente ente si
HoCHs, 0
R’ COOM cuando Z =My R®=H,
Z o bien M o bien R*-COOM con
R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C
y
M H, Na, K 0 NHa,

dado el caso junto con un monémero hidrosoluble, sobre un material de soporte inorganico, organico o
hibrido con contenido en grupos hidroxilo y

b) a continuacion se transforma una parte de los grupos carboxilo polimerizados por injerto en grupos
amida mediante acoplamiento con una amina.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10 para la preparacion de los materiales de separacién segin una o
varias de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque

a) se disuelve en agua al menos un monémero con un grupo carboxilo de férmula general (1)

O

HC—C C N Y

en la que significan
R!, R? e Y independientemente ente si H o CHs,

R® R*-cOOM,
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R* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 atomos de C y
M H, Na, K o NHg,

y/o de férmula general (2)

O

HC—C—C—0z

R’ R® 2)
en la que significan
R’y R® independientemente entre si H o CHs,
o
R’ COOMcuandoZ=MyR®=H
Z Mo R*-COOMR* alquileno de cadena lineal o ramificado con 2 a 4 &tomos de C
y
M H, Na, K 0 NHa,

dado el caso junto con un monémero hidrosoluble adicional, de manera que la proporcion de los grupos de
carga negativa ascienda a entre 1 y 100 mol% en relacién con la cantidad total de monémeros,

b) la solucién obtenida se mezcla con el material de soporte de tal manera, que se usen entre 0,05 y 100
mol de mondmeros totales por litro de material de soporte sedimentado,

c) se afiade a la suspensién obtenida una sal de cerio(lV) disuelta en acido mineral, por medio de lo cual
se ajusta un valor de pH comprendido en el intervalo de 0 a 5 y una concentracion de cerio(IV) de 0,00001
a 0,5 mol/l, preferentemente de 0,001 a 0,1 mol/l, y

d) la mezcla de reaccidn se polimeriza por injerto en un plazo de 0,5 a 72 horas y

e) para la modificacion por acoplamiento de los grupos carboxilo polimerzados por injerto se usa una
amina o una mezcla de aminas y

f) la cantidad total de aminas se usa en una relacion molar de 0,01 a 100:1 respecto a los grupos carboxilo
unidos al soporte y éstos se transforman en grupos amido en presencia de un reactivo de acoplamiento
gue se usa en una relacion molar de 0,01:1 a 20:1 respecto a los grupos cargados unidos al soporte y

g) para el acoplamiento se usa una alquil-, aril- o arilalquilamina con 6 a 18 atomos de C del grupo formado
por anilina, bencilamina, 4-fluorobencilamina, 4-metoxibencilamina, naftiimetilamina, fenacilamina,
feniletilamina, fenoxietilamina, triptamina o tiramina, en forma de amina libre o de hidrocloruro.

Columna cromatografica que presenta un material de separacién segin una o varias de las reivindicaciones 1 a
7.

Uso de los materiales de separacién segin una o varias de las reivindicaciones 1 a 7 en una columna
cromatografica.

Uso de los materiales de separaciéon segiin una o varias de las reivindicaciones 1 a 7 para la separacion de
biopolimeros a partir de medios liquidos.

Uso segun la reivindicacion 13, caracterizado porque el biopolimero esta disuelto en un liquido acuoso que
presenta una conductividad electrolitica de 1 a 20 mS/cm y un valor de pH superior a 4.
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16. Uso segun una o varias de las reivindicaciones 13 a 15, caracterizado porque el biopolimero unido al material
de separacion mediante la interaccién con los grupos ionicos y, dado el caso, hidréfobos se desorbe

a) por aumento de la fuerza idnica y/o
b) por modificacion del pH

de la solucién

ylo

¢) mediante el uso de un eluyente con una polaridad distinta a la del tampon de adsorcion.
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