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DESRIPCION

Fieltro hibrido de nanofibras electrohiladas, método de preparacion del mismo y método de purificacion de
biomoléculas

Campo técnico

La presente invencion se refiere, en general, a composiciones para su uso en separaciones biolégicas y quimicas,
asi como en otras aplicaciones. Mas especificamente, la presente invencién se refiere a fieltros hibridos que se
fabrican a partir de nanofibras electrohiladas con alta permeancia y alta capacidad.

Antecedentes de la invencion

Las membranas de microfibras y nanofibras, o "fieltros", tienen una diversidad de usos diferentes para aplicaciones
tanto biolégicas como industriales. Por ejemplo, los fieltros son utiles para proporcionar refuerzo textil, ropa
protectora, medios cataliticos, aplicaciones agricolas, sensores medioambientales, supervision médica y militar,
aplicaciones biomédicas (por ejemplo, bioseperaciones, ingenieria de tejidos y vendajes para heridas), aplicaciones
electrénicas (por ejemplo, condensadores, transistores y diodos) y aplicaciones espaciales (por ejemplo, velas
solares y estructura de refuerzo para espejos solares).

Los fieltros de microfibras y nanofibras son particularmente muy adecuados para la purificacion de sustancias
bioldgicas, tales como proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, bacterias, virus, células y similares. Sin utiles en
todas las aplicaciones de fluidos, tanto liquidos como gaseosos.

La industria terapéutica biofarmacéutica esta en expansion y cada vez se aprueban mas productos biofarmacéuticos
para su venta. Ademas, las herramientas de diagndstico de base bioldgica se usan ampliamente para realizar
ensayos de diagndstico sensibles de alta capacidad de produccién para diversas patologias. Tanto para terapia
como para diagnéstico, las sustancias biolégicas (por ejemplo, proteinas recombinantes, anticuerpos monoclonales,
vacunas virales y acidos nucleicos) deben producirse eficazmente y purificarse para su uso.

Las metodologias de purificacién convencionales incluyen la separacion de las sustancias biolégicas deseadas de
subproductos y otros contaminantes usando, por ejemplo, un relleno de microperlas para absorcion/cromatografia,
ultrafiltracion y precipitacion/cristalizacion. Estos métodos de separacion convencionales proporcionan resultados
adecuados para muchas aplicaciones bioldgicas, pero estan limitados en términos de rendimiento, tiempo de
procesamiento y grado de pureza. Estas limitaciones se deben fundamentalmente a las bajas velocidades de
difusién de moléculas relativamente grandes, lo que limita la capacidad de la sustancia que se va a purificar (es
decir, la "sustancia diana") a acceder a los sitios de union disponibles mas profundos dentro de la matriz de
separacion. Ademas, estos sistemas solo pueden usarse para un ndmero de ciclos limitado, y algunos solo pueden
usarse una vez.

El intercambio de iones (IE) y la adsorcion por interaccion hidréfoba (HI)/cromatografia son dos ejemplos de
tecnologias de separacion convencionales robustas que se usan ampliamente para la separacion de sustancias
bioldgicas. En general, son menos eficaces de forma global que las tecnologias de separacion basadas en afinidad
especificas, tales como separaciones basadas en anticuerpos, pero si las condiciones de separacion se seleccionan
cuidadosamente, aun son utiles para purificar muchas sustancias diana de subproductos e impurezas indeseables.

Aunque la adsorcion basada en afinidad/cromatografia puede ser mas eficaz que IE y HI, es generalmente mas
dificil y caro de fabricar, debido a la complejidad de produccién y purificacion de ligandos bioldgicos, tales como
anticuerpos monoclonales y acidos nucleicos. Tales ligandos a menudo también son muy sensibles a las
condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura, pH, fuerza iénica, etc.) y pueden deteriorarse facilmente, de
modo que la interaccién de afinidad requerida para la adsorcién queda destruida. Ademas, la interaccién de unién en
ocasiones es dificil de alterar sin condiciones duras que pueden reducir la actividad biolégica y, por tanto, la utilidad
de la sustancia diana y/o la reutilizabilidad del medio de purificacion.

Se han descrito membranas que son utiles para la purificacién de sustancias bioldgicas. (Véase, por ejemplo,
Bioprocessing for Value-Added Products from Renewable Resources, Shang-Tian Yang, Ed., Capitulo 7.)
Recientemente, la adsorcidon en membrana/cromatografia usando fibras con diametro de nanémetros conseguidas
en mallas de espesor contralado (es decir, "fieltros de nanofibras") se ha mostrado como una gran promesa para su
uso en bioseparaciones (Todd J. Menkhaus, et al., "Chapter 3: Applications of Electrospun Nanofiber Membranes for
Bioseparations", en Handbook of Membrane Research, Stephan V. Gorley, Ed.) Tales fieltros de nanofibras son
superiores a los fieltros de microfibras, por los tamafos de poro, las caracteristicas de afinidad, asi como otros
criterios de rendimiento, pueden controlarse con mayor precision.

Un articulo de Zeeshan Khatri et al. con el titulo "Effect of deacetylation on wicking behavior of co-electrospun
cellulose acetate/polyvinyl alcohol nanofibers blend" divulga bandas de nanofibra de acetato de celulosa (CA) que
tienen buenas propiedades de retencion de agua. Se divulga que se preparan nanofibras combinadas de acetato de
celulosa (CA)/alcohol polivinilico (PVA) por co-electrohilado usando una doble boquilla para emitir el chorro de
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acetato de celulosa y alcohol polivinilico independientemente.

Un articulo de M. Webster et al. con el titulo "Tunable Thermo-Responsive Poly(bi-vinylcaprolactam) Cellulose
Nanofibers: Synthesis, Characterization, and Fabrication” divulga homopolimeros de PVCL sensibles a la
temperatura y polimeros de PVCL funcionales que contienen acidos carboxilicos que se preparan en soluciones
organicas y acuosas. Los polimeros a granel de PVCL se caracterizan por usar RMN de 'H, fotometria, ATR-FTIR, y
analisis térmico. Ocurre una transicion en fase finita a 37-40 °C en soluciones acuosas de PVCL y PVCL-COOH. Los
polimeros de PVCL y PVCL-COOH se electrohilan en fibras que varian de 100 a 2.300 nm de diametro. Las
peliculas bicomponente de PVC L/celulosa se obtienen por electrohilado de CA y PVCL seguido de hidrolisis
alcalina.

Aunque descritos previamente, los fieltros de nanofibras de un Unico componente han proporcionado resultados
prometedores, a menudo son menos eficaces de lo que seria deseable en términos de estabilidad de los fieltros, asi
como requisitos de material y tiempo. Esto es particularmente cierto cuando la sustancia diana solo esta presente en
el material de partida que se va a purificar a una baja concentracion y los contaminantes y/o subproductos de
sintesis son abundantes. De esta manera, existe una necesidad de mejorar la estabilidad de los fieltros y la eficacia
de purificacion de productos biolégicos. Las realizaciones divulgadas a continuacion satisfacen esa necesidad.

Sumario de la invenciéon

El siguiente sumario simplificado proporciona una comprension basica de algunos aspectos de la materia objeto
reivindicada. Este sumario no es un resumen extensivo y no pretende identificar elementos clave/criticos o delinear
el alcance de la materia objeto reivindicada. Su fin es presentar algunos conceptos de una forma simplificada como
preludio de la descripcion mas detallada que se presenta mas adelante.

En una realizacién, la presente invencién se refiere a un fieltro hibrido de nanofibras electrohiladas que comprende
una nanofibra compuesta y una nanofibra de un Ginico componente. La nanofibra compuesta comprende una mezcla
de celulosa derivatizada y un primer polimero no basado en celulosa en donde la nanofibra de un Unico componente
comprende un segundo polimero no basado en celulosa que preferentemente es el mismo o diferente del primer
polimero no basado en celulosa. De acuerdo con la presente invencion, el primer y segundo polimeros no basados
en celulosa pueden retirarse de forma diferencial del fieltro de nanofibras. Esto significa que existen condiciones (ya
sea usando disolventes o calor, o una combinacion de disolvente y calor) que dan como resultado que uno de los
polimeros no basado en celulosa se retire en una mayor extension que el otro (por ejemplo, un 10 % de diferencia en
la capacidad de retirada o mayor, tal como el 20 % o el 50 %).

La celulosa derivatizada en la nanofibra compuesta puede ser un éster organico de celulosa, un éster inorganico de
celulosa o una alquilcelulosa. El éster organico de celulosa puede ser acetato de celulosa, triacetato de celulosa o
propionato de celulosa.

Cuando la celulosa derivatizada es un éster inorganico, esta puede ser nitrato de celulosa y sulfato de celulosa, y
cuando es un alquilcelulosa, esta puede ser hidroxietilcelulosa o carboximetilcelulosa.

El primer polimero no basado en celulosa puede ser un polimero sintético o natural, tal como un polimero de vinilo,
un poliéter, un polimero acrilico, un poliéster, un policarbonato, un poliuretano, un polisacarido (por ejemplo, almidéon
o quitina), una poliamida (por ejemplo, proteina o gelatina), polilactida, poliglicolida o un copolimero de los mismos.

En una realizacion, el segundo polimero no basado en celulosa que forma la nanofibra de un Unico componente es
un polimero sintético, tal como un polimero de vinilo, una poliamida, una poliimida, un poliéster o un copolimero de
los mismos.

En otra realizacion, la presente invencion es un método de electrohilado para la fabricacién del fieltro de nanofibras
descrito anteriormente, que puede describirse en las siguientes etapas: a) preparar por separado una solucion de
hilatura de un polimero compuesto y una solucién de hilatura de un polimero de un Unico componente; b) poner las
soluciones de hilatura en dos hileras diferentes; c) aplicar tensiéon a cada solucion de hilatura con un electrodo; d)
electrohilar por separado las nanofibras compuestas y de un Unico componente de las hileras; y e) recoger las
nanofibras solidificadas ya sea como un fieltro de nanofibras tendidas aleatoriamente o alineadas parcialmente.

El fieltro de nanofibras como se forma puede procesarse adicionalmente regenerando la celulosa derivatizada en la
nanofibra compuesta (es decir, convirtiéndola de nuevo en celulosa). El método de fabricacion del fieltro de
nanofibras puede incluir también las etapas adicionales de retirar algo o todo el primer polimero no basado en
celulosa de la nanofibra compuesta. Como alternativa o ademas de estas etapas, el método de preparacion del
fieltro de nanofibras puede incluir también la etapa de funcionalizacion de la superficie de una o mas de las
nanofibras de polimero en el fieltro de nanofibras. Tal funcionalizacion de la superficie puede suponer la fijacion de
un ligando de afinidad que tiene una afinidad especifica por una molécula diana particular que se va a purificar a
partir de un fluido.
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En otra realizacion mas, la presente invencién es un método de purificaciéon de biomoléculas a partir de un fluido que
puede describirse en las siguientes etapas: preparacion de un fieltro de nanofibras de acuerdo con el método que se
acaba de describir; b) hacer fluir el fluido a través del fieltro de nanofibras; y recuperar las biomoléculas del fieltro de
nanofibras.

Otros aspectos de la invencién se encuentran en otras partes de la memoria descriptiva.
Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una representacion esquematica del proceso de electrohilado.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, a fieltros hibridos compuestos de nanofibras electrohiladas, usados, por
ejemplo, para separaciones quimicas y bioldgicas. Los fieltros hibridos de nanofibras tienen una alta capacidad de
separacion y proporcionan un rendimiento reproducible durante multiples ciclos, tanto a alto flujo como a alta
presion. Tales fieltros de nanofibras presentan estructuras porosas tridimensionales complejas interconectadas y
areas superficiales relativamente grandes.

En particular, los fieltros hibridos de nanofibras estan compuestos de mas de un tipo de polimero (es decir, son
fieltros "hibridos").

Los fieltros de la presente invencion estan compuestos de mas de un tipo de polimero (es decir, son fieltros
"hibridos"). Esto significa que son fieltros hibridos preparados a partir de una combinacién de nanofibras de un Unico
componente y "compuestas" (por ejemplo, las nanofibras estan preparadas a partir de una mezcla de dos o mas
materiales) en el fieltro "hibrido". Para la nanofibra "compuesta”, el "polimero basico" es una celulosa derivatizada, y
el primer polimero no celulésico puede retirarse de la fibra/fieltro por exposicién del mismo a una temperatura
elevada o disolventes quimicos, o tanto a una temperatura elevada como a disolventes quimicos. En algunas
realizaciones, la retirada del polimero no celulésico simultaneamente convierte la celulosa derivatizada de nuevo en
celulosa, es decir, la celulosa se "regenera”.

Las nanofibras en los fieltros de la presente invencién se fabrican usando una técnica de electrohilado. Esto se
refiere a la fabricacion de fibras basandose en la exposicién de una "solucion de hilatura" de polimero extruido a un
campo electroestatico, lo que da como resultado el alargamiento del "chorro" de polimero extruido en una nanofibra.

Estos y otros aspectos ejemplares de la invencion se explican con mayor detalle a continuacion.
Definiciones

En la descripcion que sigue, se utiliza extensivamente un ndmero de términos. Las siguientes definiciones no
limitantes proporcionan una comprension clara y consistente de la memoria descriptiva y las reivindicaciones,
incluyendo el alcance ejemplar que debe darse a tales términos.

Cuando se usan los términos "uno" o "una" en esta divulgacion, estos significan "al menos uno" o "uno o mas" a
menos que se indique otra cosa.

Los términos "invencion" o "presente invenciéon", como se usa en el presente documento, pretenden ser no limitantes
y no pretenden hacer referencia a una realizacion individual de la invencion particular sino abarcar todas las
realizaciones posibles que se describen en la memoria descriptiva y las reivindicaciones.

El término "permeancia”, como se usa en el presente documento, se refiere al flujo de fluido que pasa a través del
fieltro de nanofibras por espesor unitario del fieltro, por caida de presion unitaria. Se considera que la permeancia es
"alta" si esta por encima de 500 I/(min m? 10° Pa).

El término "flujo" se refiere al caudal de fluido que pasa a través del fieltro de nanofibras por tiempo unitario, por
unidad de area facial expuesta al flujo.

El término "capacidad", como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad de producto unido por
unidad de adsorbente. Se considera que la capacidad de absorcién de proteinas es "alta" si esta por encima de
100 mg de proteina/gramo de adsorbente.

Los términos "membrana”, "fieltro" y "malla”, como se usan en el presente documento, son intercambiables y se
refieren a una agrupacion de fibras no tejidas o tendidas aleatoriamente.

La expresion "fieltro de nanofibras", como se usa en el presente documento, se refiere a una agrupacion de
nanofibras en una disposicién sustancialmente plana, que puede incluir también microfibras afiadidas para
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resistencia, potenciacion de flujo, etc.

El término "microfibras”, como se usa en el presente documento, se refiere a fibras con diametros mayores de 1,0
micrémetros y, en general, entre 1,0 micrometros y 1,0 milimetros.

El término "nanofibras", como se usa en el presente documento, se refiere a fibras con diametros mas pequefos de
1,0 micrometros y, en general, entre 10 nanémetros y 1,0 micrometros tal como entre 200 nm y 600 nm.

La expresion "fieltro hibrido de nanofibras”, como se usa en el presente documento, se refiere a una agrupacion de
fibras no tejidas o tendidas aleatoriamente, que consiste en al menos dos tipos de polimeros en una combinacién de
fibras de un Unico componente o fibras compuestas con cualquiera de al menos otra fibra de un Unico componente o
al menos otra fibra compuesta.

La expresién "nanofibras de un Unico componente”, como se usa en el presente documento, se refiere a nanofibras
producidas a partir de un Unico polimero.

La expresioén "fieltro de nanofibras de un Unico componente", como se usa en el presente documento, se refiere a la
acumulacion de muchas nanofibras de un Unico componente en una agrupacion de fibras no tejidas o tendidas
aleatoriamente.

La expresion "nanofibras compuestas”, como se usa en el presente documento, son nanofibras producidas a partir
de al menos dos polimeros diferentes.

La expresion "temperaturas moderadamente elevadas”, como se usa en el presente documento, se refiere a
temperaturas entre 24 y 110 °C.

La expresion "retirable diferencialmente”, como se usa en el presente documento, indica que, cuando el fieltro
hibrido de nanofibras consiste en al menos dos polimeros no basados en celulosa, pueden seleccionarse
condiciones (temperatura elevada y/o exposicion a disolvente) para retirar uno de los polimeros no basados en
celulosa en un mayor grado (al menos 10 % diferente, y hasta 100 % frente a 0 %) que el otro polimero no basado
en celulosa.

El término "disolvente", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier componente individual liquido
o0 mezcla de liquidos capaz de disolver uno o mas componentes del fieltro de nanofibras.

La expresioén "solucion de hilatura”, como se usa en el presente documento, se refiere a la solucién de polimero que
se usa en el proceso de electrohilado.

El término "electrohilado"”, como se usa en el presente documento, se refiere a la aplicacion de fuerzas eléctricas a la
solucion de hilatura para formar las nanofibras.

La expresidon "térmicamente estable", como se usa en el presente documento, significa que el polimero no se
desintegra en el intervalo de temperatura de 50-110 °C.

La expresidon "quimicamente estable", como se usa en el presente documento, significa que el polimero no es
soluble en disolventes tales como agua o disolventes organicos comunes (por ejemplo, alcoholes e hidrocarburos), y
sus mezclas.

Celulosa derivatizada

La celulosa es el componente estructural encontrado en las paredes celulares de plantas y algas. La secretan
también algunas bacterias. Como tal, la celulosa es el compuesto organico mas abundante en la Tierra. Se deriva de
unidades D-glucosa unidas entre si en un polimero de cadena lineal mediante enlaces R(1-4) glucosidicos. Para
aplicaciones bioldgicas e industriales, se purifica a partir de plantas, pasta de madera o algodén y se convierte en
muchas sustancias utiles tales como papel, celofan, rayon, biocombustibles, etc. La utilidad de la celulosa puede
atribuirse en gran medida a sus propiedades fisicas. Es inodora, hidrdfila, relativamente insoluble, presenta una
unién no especifica muy baja y es biodegradable.

Aunque los medios de separacion basados en celulosa tienen muchas ventajas, desafortunadamente experimentan
inestabilidad quimica (es decir, se degradan) en acidos y bases fuertes. Adicionalmente, la disolucién de celulosa
requiere el uso de mezclas de disolvente especiales tales como N-metilmorfolina-N-6xido (NMMO) y agua, o cloruro
de litio y N,N-dimetilacetamida. Esto limita el uso de los medios basados en celulosa para operaciones que no
requieren las condiciones de regeneracion tan duras que a menudo se requieren en la industria biofarmacéutica para
satisfacer regulaciones de limpieza estricta requeridas por la FDA.
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Las fibras de celulosa se producen convencionalmente mediante hilado humedo e implican derivatizacién de la
celulosa previamente, puesto que es muy dificil electrohilar la celulosa directamente a partir de una solucion o
fundido. Para preparar nanofibras de celulosa, los esfuerzos de los investigadores se han dedicado a electrohilar
derivados de celulosa tales como acetato de celulosa. A diferencia de la celulosa, el acetato de celulosa es soluble
en muchos disolventes comunes tales como acetona. El acetato de celulosa puede electrohilarse y pueden
producirse fibras de celulosa regeneradas sometiendo las nanofiboras a un tratamiento post-hilado de
hidrélisis/desacetilacion.

Por consiguiente, en la practica de la presente invencién, uno de los polimeros en el fieltro hibrido de nanofibras es
celulosa derivatizada. La celulosa puede derivatizarse facilmente usando métodos bien conocidos, convirtiendo los
grupos -OH de las unidades glucosa individuales en otros restos con mayor o menor reactividad, variando las
cargas, etc. Tales especies de celulosa derivatizada presentan estabilidad potenciada cuando se exponen a
disolventes y otras propiedades fisicas deseables. Muchos derivados de celulosa son faciimente disponibles en el
mercado. Las especies de celulosa derivatizada ejemplares incluyen, por ejemplo: ésteres organicos (acetato,
triacetato, propionato, acetato propionato, acetato butirato de celulosa); ésteres inorganicos (nitrato de celulosa,
sulfato de celulosa); y alquil celulosa (hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa).

Los fieltros hibridos de nanofibras de la presente invencién normalmente tendran una mayoria en masa (es decir,
51 % o mayor) de celulosa derivatizada, tal como mayor el 60 % o el 70 %.

Polimeros no basados en celulosa

Aunque la mayor parte en masa en el fieltro hibrido de nanofibras es celulosa derivatizada, la incorporacion de tipos
adicionales de fibras dentro de los fieltros proporciona la funcionalidad necesaria para las aplicaciones de los fieltros.
Por consiguiente, es deseable tener fibras adicionales dentro de los fieltros porque pueden proporcionar resistencia
mecanica aumentada al fieltro, permitir que se incorporen multiples funcionalidades al fieltro, proporcionar estabilidad
al proceso de fabricacion y otros aspectos, como se explica en otro punto del presente documento. De hecho, los
presentes inventores descubrieron inesperadamente que incluir una proporcion incluso pequefia de polimeros que
no estan basados en productos celuldsicos en el fieltro hibrido de nanofibras mejoraba el proceso de electrohilado y
también permitia la personalizacion del producto acabado para una diversidad de aplicaciones bioldgicas e
industriales, especialmente cuando el fieltro hibrido de nanofibras consistia tanto en una nanofibra compuesta como
una nanofibra de un Unico componente.

Las nanofibras de polimero sintético (por ejemplo, aquellas producidas a partir de polimeros de vinilo y polimeros
acrilicos) ofrecen un amplio intervalo de funcionalidades quimicas para bioseparaciones y otras aplicaciones.
Combinando diferentes unidades poliméricas, puede controlarse la quimica superficial de la fibra resultante, aparte
del proceso de electrohilado, proporcionando funcionalidad directa a la nanofibra producida. Como una alternativa y
de forma similar a las fibras a escala de micrometros convencionales, la funcionalidad superficial de las nanofibras
de polimero puede modificarse quimicamente después del electrohilado para adaptarse a requisitos de funcionalidad
especificos para diversas aplicaciones de bioseparacion (analizadas mas adelante). Las quimicas de
funcionalizacion se conocen bien en la técnica de polimeros. Generalmente soportan regimenes de limpieza duros
asociados con los bioprocesos. Las quimicas de funcionalizacion ejemplares se analizan también con mayor detalle
en otro punto del presente documento.

Los medios de adsorcién basados en carbono sintético y membranas de filtracion a menudo son mucho mas
robustos quimicamente que los medios basados en celulosa y, por tanto, pueden usarse cuando se requieren acidos
y bases fuertes para la limpieza de los medios de separacion entre usos. Ademas, las nanofibras hibridas que
incluyen polimeros tanto basados en celulosa como no basados en celulosa (por ejemplo, poliacrilonitrilo y alcohol
polivinilico) presentan un area superficial especifica incluso mayor y una resistencia incluso mayor y una resistencia
mecanica mayor cuando se comparan con celulosa de un Unico componente o nanofibras de polimero sintético de
un unico componente. Por consiguiente, hay una sinergia observable cuando las nanofibras compuestas incluyen
polimeros tanto basados en celulosa como no basados en celulosa.

Muchos polimeros se han electrohilado con éxito en nanofibras, incluyendo (1) homopolimeros termoplasticos tales
como polimeros de vinilo, polimeros acrilicos, poliamidas, poliésteres, poliéteres y policarbonatos, (2) copolimeros
termoplasticos tales como polimeros de vinil-co-vinilo, copolimeros de acrilico-co-acrilico y polimeros de vinilo-co-
acrilico, (3) polimeros elastoméricos tales como elastomeros de copolimero tribloque, elastomeros de poliuretano y
elastomeros de etileno-propileno-dieno, (4) polimeros de alto rendimiento tales como poliimidas y poliamidas
aromaticas, (5) polimeros cristalinos liquidos tales como poli(p-fenilentereftalamida) y poliaramida, (6) polimeros
textiles tales como polietilentereftarato y poliacrilonitrilo, (7) polimeros eléctricamente conductores tales como
polianilina, asi como (8) polimeros biocompatibles (es decir, "biopolimeros") como policaprolactona, polilactida,
quitosano y poliglicolida. Como se describe, el polimero puede ser también un copolimero de dos o mas de las
especies de polimero nombradas anteriormente.

Los ejemplos de polimeros adicionales que pueden afiadirse a los fieltros hibridos de nanofibras son electrohilado
como nanofibras de un Unico componente a partir de poliacrilonitrilo (PAN), poliimidas, poliamidas (nailon 6, nailon
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6,6, nailon 6,10, etc.), poliésteres (polietilentereftarato, etc.), asi como copolimeros de los mismos.

Nanofibras compuestas

El fieltro hibrido de nanofibras de la presente invencion incluye una nanofibra compuesta. Esto se debe parcialmente
al hecho de que el proceso de electrohilado usado para preparar las nanofibras a partir de soluciones de celulosa
derivatizada de un Unico componente puede ser inestable y dar como resultado rendimientos bajos, una baja eficacia
(tiempos largos y muchas interrupciones), nanofibras de mala calidad (gran distribucién de tamafio, fragiles, etc.),
con solo una funcionalidad quimica. Por lo tanto, para crear eficientemente grandes cantidades de fieltros de
nanofibras de alta calidad con multiples funcionalidades, de acuerdo con la reivindicacién 1, se combina un derivado
de celulosa con al menos un polimero no basado en celulosa que estabiliza el proceso de electrohilado.

El polimero no basado en celulosa de las nanofibras compuestas de la presente invencién puede consistir en
polimeros basados en carbono sintéticos que son removibles del fieltro de nanofibras por exposicion del mismo a
una temperatura elevada y/o disolventes. La exposicion del fieltro de nanofibras a cualquiera de una mezcla de
disolventes o una combinacion de temperatura elevada y disolventes puede ocurrir de forma simultanea o
secuencial. La presencia del polimero no basado en celulosa durante el proceso de electrohilado potencia también la
estabilidad de la nanofibra y otros aspectos del proceso, como se explica en otro punto del presente documento.

Las nanofibras de polimero sintético (por ejemplo, aquellas producidas a partir de polimeros de vinilo y polimeros
acrilicos) ofrecen un amplio intervalo de funcionalidades quimicas para aplicaciones de bioseparacién. Combinando
diferentes unidades poliméricas, la quimica superficial de la fibra resultante puede controlarse como parte del
proceso de electrohilado, proporcionando funcionalidad directa a la nanofibra producida. Como una alternativa, y de
forma similar a las fibras de escala micrométrica convencional, la funcionalidad superficial de las nanofibras de
polimero puede modificarse quimicamente después del electrohilado para adaptarse a requisitos de funcionalidad
especificos para diversas aplicaciones de bioseparacion (analizados mas adelante). Las nanofibras de polimero
sintético ofrecen un tremendo intervalo de quimicas de funcionalizaciéon potenciales que sirven a una amplia
diversidad de usos. Tales quimicas de funcionalizacidon se conocen bien en la técnica de polimeros. Soportan
también generalmente los duros regimenes de limpieza asociados con los bioprocesos.

Muchos polimeros se han electrohilado con éxito en nanofibras, incluyendo (1) homopolimeros termoplasticos tales
como polimeros de vinilo, polimeros acrilicos, poliamidas, poliésteres, poliéteres y policarbonatos, (2) copolimeros
termoplasticos tales como polimeros de vinil-co-vinilo, copolimeros de acrilico-co-acrilico y polimeros de vinilo-co-
acrilico, (3) polimeros elastoméricos tales como elastomeros de copolimero tribloque, elastomeros de poliuretano y
elastomeros de etileno-propileno-dieno, (4) polimeros de alto rendimiento tales como poliimidas y poliamidas
aromaticas, (5) polimeros cristalinos liquidos tales como poli(p-fenilentereftalamida) y poliaramida, (6) polimeros
textiles tales como polietilentereftarato y poliacrilonitrilo, (7) polimeros eléctricamente conductores tales como
polianilina, asi como (8) polimeros biocompatibles como policaprolactona, polilactida y poliglicolida.

Los polimeros no basados en celulosa ejemplares para la preparacion de nanofibras compuestas incluyen, por
ejemplo, 6xido de polietileno, poli(vinilpirrolidona), poli(acetato de vinilo), poli(alcohol vinilico), polisacaridos (quitina,
almidon, etc.) poliestireno y poli(metil metacrilato).

El polimero no basado en celulosa normalmente esta presente en las nanofibras compuestas en una cantidad del
49 % o menos en masa, tal como el 30 %, el 25 %, etc.

Electrohilado

El electrohilado es una técnica que utiliza fuerzas eléctricas Unicamente para impulsar el proceso de hilado y
producir fibras de polimero a partir de soluciones o fundidos. A diferencia de las técnicas de hilado convencionales
(por ejemplo, hilado en solucion y en estado fundido), que son capaces de producir fibras con diametros en el
intervalo de micrometros (aproximadamente 5~25 uym), el electrohilado es capaz de producir fibras con diametros en
el intervalo de nandmetros. Las nanofibras de polimero electrohiladas poseen muchas propiedades extraordinarias
incluyendo el pequefio diametro de fibra y la consiguiente area superficial especifica grande, el alto grado de
orientacion macromolecular y las propiedades mecanicas superiores resultantes. Adicionalmente, los fieltros
preparados de nanofibras de polimero electrohilado presentan tamafios de poro controlados cuando se comparan
con nanofibras que se forman usando otras técnicas de fabricacion. A diferencia de las nanovarillas, nanotubos y
nanocables que se producen principalmente por métodos sintéticos, las nanofibras electrohiladas se producen
mediante un "proceso de nano-fabricacion”, que da como resultado nanofibras de bajo coste que son también
relativamente faciles de montar y procesar en aplicaciones.

En general, la formacion de nanofibras es un equilibrio delicado y complicado de tres fuerzas principales implicadas
en el proceso de electrohilado, incluyendo la fuerza eléctrica, la tension superficial y la fuerza viscoelastica. Entre
estas tres fuerzas, la fuerza eléctrica siempre favorece la formacién del producto con las areas superficiales mas
altas. La tension superficial siempre favorece la formacion de producto con las areas superficiales mas bajas. La
fuerza viscoelastica es una fuerza que varia significativamente con la evaporacion del disolvente, y es la razon
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principal que evita la rotura del chorro de electrohilado/filamento en gotas. Cuando domina la fuerza eléctrica, la
fuerza viscoelastica trabaja contra la fuerza eléctrica. Cuando domina la tensién superficial, la fuerza viscoelastica
trabaja contra la tensién superficial.

En teoria, las nanofibras mas pequefias son capaces de formarse en dos condiciones: (1) cuando el exceso de
densidad de carga llevado por el chorro de electrohilado es alto y (2) cuando el periodo de tiempo es suficientemente
largo y la fuerza viscoelastica es suficientemente alta para evitar la rotura capilar del chorrofflamento, pero
suficientemente baja para permitir que la fuerza eléctrica estire eficazmente el chorro. Para la condicion (1), se ha
encontrado que la adiciéon de electrolitos solubles a la solucion de hilatura (por ejemplo, la adicién de electrolitos
fuertes tales como NaCl a una solucidon acuosa de 6xido de polietileno), puede aumentar significativamente el
exceso de densidad de carga llevado por el chorro y provocar la formacién de nanofibras de menor diametro. Sin
embargo, este método crea también efectos negativos tales como (a) un menor caudal y una disminucion resultante
en la productividad de nanofibras y (b) la contaminacion de las nanofibras preparadas por los electrolitos. La retirada
de los electrolitos sin sacrificar las propiedades de las nanofibras puede ser dificil.

Para la condicion (2), se requiere la compresién adicional de la solidificacion del chorro. En general, la solidificacion
del chorro esta muy relacionada con la volatilidad del disolvente. Si la volatilidad del disolvente es demasiado alta, el
periodo de tiempo para estirar eficazmente el chorro/filamento de electrohilado es corto. En consecuencia, se
obtendran fibras con diametros relativamente grandes. Si la volatilidad del disolvente es demasiado baja, es
probable que el chorro/filamento de electrohilado se rompa en gotas con el estirado. En consecuencia, se obtendran
perlas y/o fibras granuladas.

El proceso de electrohilado generalmente incluye tres etapas: (1) inicio del chorro/filamento de electrohilado y la
extension del chorro a lo largo de una trayectoria recta; (2) crecimiento de la inestabilidad por torsion y alargamiento
adicional del chorro, lo que permite que el chorro se haga muy largo y gire mientras sigue una trayectoria de bucle y
espiral; y (3) la solidificacion del chorro mediante evaporacion con disolvente o enfriamiento, que conduce a la
formacién de nanofibras. La Figura 1 muestra esquematicamente el proceso de electrohilado (Hao Fong, In
Polymeric Nanostructures and Their Applications, Volumen 2: Applications: Capitulo 11, Electrospun Polymer,
Ceramic, Carbon/Graphite Nanofibers and Their Applications, Hari S. Nalwa Editor, American Scientific Publishers,
Los Angeles, CA (ISBN: 1-58883-070-5), 2007, pag. 451-474.

Un proceso de electrohilado de ejemplar puede describirse de forma general de la siguiente manera:

Etapa 1: Como se muestra en la Figura 1, una solucién de hilatura (por ejemplo, una solucién de polimero) se pone
en un recipiente con una hilera (1), se aplica una alta tension CC (2), normalmente en el intervalo de 5-40 kilovoltios,
a la solucion mediante un electrodo (por ejemplo, un hilo de cobre) (3). Se pone un colector (4) conectado
eléctricamente a tierra a una cierta distancia (5) (conocida como distancia de separacion) lejos de la hilera. La
distancia de separacion puede variar entre unos pocos centimetros hasta un metro. Cuando el campo electroestatico
alcanza un valor critico y la fuerza eléctrica supera la tension superficial y las fuerzas viscoelasticas, se eyecta un
chorroffilamento y se desplaza recto una cierta distancia (conocida como longitud de chorro).

Etapa 2: El chorro empieza entonces a torcerse, formando bucles helicoidales. Este fendmeno se denomina
"inestabilidad por torsion (o trepidacion)”. Tipicamente, la inestabilidad por torsion provoca que la longitud de un
chorro se alargue en mas de 10.000 veces en un corto periodo de tiempo (50 ms o menos). De esta manera, la tasa
de alargamiento durante la inestabilidad por torsion es extremadamente alta (hasta 1.000.000 3'1). Esta tasa de
alargamiento extremadamente alta puede estirar eficazmente la cadena de macromoléculas y alinearlas de forma
cercana a lo largo del eje de la nanofibra.

Etapa 3: El chorro solidifica, ya sea por evaporacion del disolvente o cuando el fundido se enfria por debajo de la
temperatura de transicion solido-liquido. Cuanto mas largo es el tiempo de solidificacion, mas puede alargarse el
chorro. El tiempo de solidificacién esta relacionado con muchos factores tales como la presiéon de vapor del
disolvente, la difusividad de disolvente, la densidad de carga volumétrica llevada por el chorro y la resistencia del
campo electroestatico aplicado.

Procesamiento post-electrohilado opcional

Después de la solidificacion de las nanofibras recogidas, hay algunas etapas adicionales que pueden realizarse para
"personalizar" las nanofibras para usos particulares. Se analizan a continuaciéon algunas etapas adicionales
ejemplares.

a. Retirada del primer polimero no celuldsico

En algunos casos, uno o mas de los polimeros, y en particular el polimero no basado en celulosa presente en una
nanofibra compuesta, puede retirarse usando calor elevado y/o disolvente(s). La retirada del primer polimero no
celulésico proporciona un area superficial adicional y una porosidad mejorada al polimero basado en celulosa
restante. Esto es porque después de la retirada del polimero no basado en celulosa, el polimero basado en celulosa
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tiene "poros" de tamafio controlado que quedan donde el polimero no basado en celulosa solia ocupar el espacio.
Este "espacio hueco" adicional proporciona una mayor area superficial en el fieltro de nanofibras resultante que, por
ejemplo, puede aumentar la capacidad de unidon adsortiva para separaciones, mejorar la selectividad de
separaciones basadas en tamafio y mejorar la capacidad de produccion con respecto a porosidad adicional. La
retirada del polimero no basado en celulosa anula la oportunidad de que estan presentes multiples funcionalidades
(que habian estado presentes dentro de la nanofibra compuesta) directamente sobre la nanofibra de polimero
basado en celulosa restante.

b. Regeneracioén de celulosa

Después de la preparacion de las nanofibras por "electrohilado”, la celulosa derivatizada puede convertirse en
celulosa mediante el proceso de regeneracion. La celulosa regenerada tendra las mismas propiedades que la
celulosa nativa pura descrita anteriormente. El proceso de regeneracion se completa poniendo en contacto
nanofibras que contienen celulosa derivatizada con, por ejemplo, una base fuerte (por ejemplo, hidréxido sédico), u
otro disolvente. Después de la reaccion de regeneracion para conversion de celulosa, las nanofibras pueden lavarse
para retirar cualquier exceso de disolvente usado durante el proceso.

c. Funcionalizacién de la superficie

Después de la preparacion de fieltros hibridos de nanofibras, las superficies de las fibras pueden funcionalizarse.
Algunos ejemplos no limitantes de funcionalizacion incluyen la adicion de grupos de intercambio de iones tales como
acidos y bases débiles o fuertes (por ejemplo, acidos carboxilicos y aminas), grupos hidrofobos tales como
compuestos fendlicos y ligandos de actividad tales como anticuerpos o sustratos enzimaticos.

Para su uso en bioseparacion, los fieltros hibridos de nanofibras de la presente invenciéon son idealmente
bioldgicamente inertes, lo que significa que deberian resistir la unién no especifica de soélidos insolubles tales como
células y residuos celulares, asi como interacciones no deseadas con proteinas, azUcares, acidos nucleicos, virus y
otros componentes solubles presentes en muchos sistemas producidos biolégicamente.

Ademas, los fieltros de nanofibras para su uso en bioseparacion deberian presentar diversas cualidades: (1) fibras
de pequefio diametro para permitir la mayor cantidad de area especifica (este criterio es mas importante para
procesos de adsorcidon y menos importante para separaciones basadas estrictamente en tamafio, analizadas mas
adelante); (2) distribucion del tamafio de poro bien controlada y estrecha entre fibras para permitir una distribucion
de flujo uniforme durante las aplicaciones de adsorcion y para un corte de tamafio preciso para separaciones
basadas en tamanio; (3) las fibras deberian tener excelente estabilidad mecanica y quimica para soportar presiones
operativas potencialmente altas y condiciones de limpieza duras; y (4) las fibras deberian tener un tamafio y una
composicion quimica bien definidos y espacialmente consistentes.

Para los procesos de adsorcion, donde los productos macromoleculares tales como proteinas, acidos nucleicos y
virus son las dianas predominantes, el area superficial extremadamente grande asociada con los fieltros de
nanofibras proporciona un enorme numero de sitios de unién potenciales para bioseparaciones de adsorciéon. Las
nanofibras pueden modificarse para contener un tremendo numero de sitios de unién y la adsorciéon ocurre casi
exclusivamente sobre la superficie de las fibras, lo que hace que los sitios de unién estén inmediatamente
disponibles sin requerir que la molécula diana relativamente grande se difunda internamente. La difusion interna
puede limitar la capacidad de muchos procesos de adsorcién de bioproductos cuando se usan perlas de resina
porosa tradicionales. Ademas, debido a que las membranas de nanofibras pueden prepararse a partir de muchas
quimicas diferentes, el ligando de adsorcion puede adaptarse para satisfacer las necesidades de una separacion
particular (por ejemplo, idnica, hidrofoba y de afilidad). En algunos casos, el ligando puede incorporarse en la
nanofibra a partir de los materiales fuente durante el electrohilado o, como alternativa, la superficie puede
modificarse quimicamente parar modificar el agente adsorbente deseado después de producir la nanofibra.

Dos de las caracteristicas mas importantes de la operacion de separacion son que, (1) el flujo es a través de los
micro- y macro- poros del fieltro (a diferencia de las perlas de resina fuertemente empaquetadas), y (2) la adsorcion
tiene lugar sobre la superficie de las fibras, donde no se requiere difusion interna. Estos factores reducen las
preocupaciones sobre caidas de alta presion con caudales elevados, y eliminan la lenta difusion intraparticulas
requerida para la adsorcién dentro de las perlas de resina. Se ha mostrado que la capacidad de union de
biomoléculas a los fieltros de adsorcion actualmente disponibles es similar en magnitud a las perlas de resina, pero
puede trabajar a caudales de procesamiento 10 veces mas rapido que los lechos de relleno. Estos factores permiten
tiempos de procesamiento mucho mas rapidos y niveles de uniéon potencialmente mayores para purificar productos
biolégicos valiosos. Esto es altamente deseable, especialmente para biomoléculas grandes (pesos moleculares
mayores de 250 kDa y/o diametros hidrodinamicos de 20-300 nm), porque son extremadamente dificiles de purificar
usando lechos de relleno debido a las severas limitaciones de transferencia de masa dentro de los pequefios poros
de las perlas de resina.

La superficie de los fieltros de nanofibras de la presente invenciéon puede modificarse para proporcionar intercambio
de iones y quimica de interaccion hidréfoba. Se ha usado una modificacion quimica sencilla, tal como la sulfonacion
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de las fibras de poliestireno con acido sulfurico, para producir un medio de intercambio de cationes. Se ha usado
injerto, polimerizaciéon por radicales con transferencia de atomos (ATRP) y tratamientos con plasma para crear
grupos funcionales en la superficie de intercambio de iones, asi como agrupaciones tridimensionales a partir de una
diversidad de sustancias poliméricas incluyendo polipropileno, difluoruro de polivinilideno, polisulfona y otros.
Pueden introducirse grupos fenilo y butilo como ligandos de interaccion hidréfoba. En ocasiones, la superficie de las
membranas de polimero debe modificarse adicionalmente para una mayor hidrofilia para rechazar la union no
especifica. Esto se ha conseguido mediante la introduccion de poli(etilenglicol) y otros polioles sobre la superficie.

La capacidad de intercambio de iones de un fieltro hibrido de nanofibras puede potenciarse también mediante la
introduccion, por ejemplo, de grupos dietilaminoetilo (DEAE) como un ligando de intercambio de aniones débil o
acido carboxilico como un ligando de intercambio de cationes débil.

d. Funcionalizacién de la superficie con antimicrobianos

En una realizacion de la presente invencion, el polimero no basado en celulosa es poliacrilonitriio (PAN). Las
membranas fibrosas de PAN se han adoptado ampliamente en filtracién debido a su estabilidad térmica, altas
propiedades mecanicas y resistividad quimica. Los fieltros de nanofibras de PAN electrohiladas son de particular
interés debido a propiedades tales como pequefios diametros de fibra y las consecuentes grandes areas
superficiales especificas, asi como capacidades para controlar los tamafios de poro entre nanofibras y de incorporar
agentes microbianos a escala nanométrica. Los fieltros que consisten en nanofibras con funcionalidad
antimicrobiana han atraido una atencién creciente debido a preocupaciones sobre calidades de agua purificada y/o
aire filtrado, asi como costes de procesamiento. Los filiros de agua y aire (particularmente aquellos que funcionan en
condiciones de oscuridad y humedad) son constantemente sujeto de ataques por microorganismos
medioambientales. Los microorganismos (tal como bacterias) que pueden ser capturados facilmente por los filtros
crecen rapidamente, dando como resultado la formacién de biopeliculas. En consecuencia, la acumulacion de
microorganismos sobre las superficies del filtro deteriora las calidades del agua purificada y/o el aire filtrado;
adicionalmente, tienen también efectos desfavorables sobre el flujo de agua y/o aire.

Ademas, los filtros contaminados con biopeliculas son dificiles de limpiar. Normalmente, se requiere alta presion
durante la operacion. Esto a su vez aumenta el coste. En los métodos de los que se ha informado se incorporan
agentes antimicrobianos (tales como N-halamina e iones/nanoparticulas de plata) directamente sobre las soluciones
de hilatura, de esta manera las moléculas/particulas de agentes antimicrobianos se distribuyen por todas las
nanofibras (Xinbo Sun, Lifeng Zhang, Zhengbing Cao, Ying Deng, Li Liu, Hao Fong, and Yuyu Sun. "Electrospun
Composite Nanofiber Fabrics Containing Uniformly Dispersed Antimicrobial Agents as an Innovative Type of
Polymeric Materials with Superior Anti-Infective Efficacy". ACS Applied Materials and Interfaces, 2(4), 952-956,
2010).

Sin embargo, esto a menudo conduce a problemas en el proceso, fundamentalmente debido al alto contenido de
agentes microbianos que puede afectar seriamente al proceso de electrohilado y/o deteriorar las propiedades de las
nanofibras resultantes. Una solucion potenciada a estos problemas es introducir funcionalidad antimicrobiona sobre
las superficies de las nanofibras después de que se produzcan las nanofibras (Lifeng Zhang, Jie Luo, Todd J.
Menkhaus, Hemanthram Varadaraju, Yuyu Sun, and Hao Fong. "Antimicrobial Nano-fibrous Membranes Developed
from Electrospun Polyacrylonitrile Nanofibers". Journal of Membrane Science, 369, 499-505, 2011).

Se sabe que los grupos nitrilo (-C=N) en PAN pueden convertirse quimicamente en grupos amidoxima
(-C(NH2)=NOH). Los grupos amidoxima pueden coordinarse con un amplio intervalo de iones metalicos incluyendo
iones plata, y los iones plata coordinados pueden reducirse a nanoparticulas de plata. Tanto los iones de plata como
las nanoparticulas de plata son agentes microbianos con alta eficacia antimicrobiana.

e. Otros ejemplos

Una alternativa prometedora a la cromatografia de lecho de relleno y otras tecnologias de separacion es el uso de
los fieltros hibridos de nanofibras de la presente invencién como membranas de adsorcion selectivas. Este estilo de
adsorcion utiliza los fieltros de nanofibras como soporte para ligandos que se usan durante los procesos de
adsorcion selectiva.

La adsorcion selectiva implica una funcionalizacién de superficie "activa" del fieltro hibrido de nanofibras, que
permite la captura directa (adsorcién) de sustancias diana. Tal modificaciéon se simplifica si los fieltros hibridos de
nanofibras incluyen restos quimicos sobre sus superficies que sean relativamente sencillos de modificar
quimicamente para proporcionar sitios de adsorcion.

A diferencia de la modificacion de las superficies de nanofibras para intercambio de iones y funcionalidad con
interaccion hidréfoba, la incorporacion de ligandos de afinidad sobre la nanofibra puede ser mas que un desafio. A
menudo, el proceso requiere modificar en primer lugar la superficie para crear sitios de acoplamiento para
inmovilizacién del ligando, seguido de fijacion del ligando al sitio activo. Es importante que tanto la modificacion
inicial de la superficie como el acoplamiento del ligando sera robustos, para que no haya lixiviado durante el
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procesamiento.

En algunos casos, grupos carboxilos sencillos de injerto de acido metacrilico sobre la superficie pueden actuar como
el sitio de acoplamiento activo creando un enlace amida covalente entre el grupo carboxilo funcionalizado y el grupo
amina expuesto en un ligando de proteina. Analogamente, una fuerte oxidacion de la celulosa (si se controla
apropiadamente) puede proporcionar grupos aldehido sobre la superficie de la fibra, que pueden formar una fijacién
covalente a aminas primarias de una proteina (incluyendo proteina A y proteina G); especialmente mediante el
aminoacido lisina. En otros casos, la funcionalizacién de la superficie con un tinte de afinidad general (por ejemplo,
azul Cibacron, capaz de unirse a algunas proteinas) puede acoplarse directamente a una nanofibra de celulosa.

De forma mas elaborada, los sitios bioactivos para inmovilizaciéon de ligando de proteina pueden incorporarse en la
estructura basica de la nanofibra durante la construccion del nanofieltro. Un ejemplo de esto es el uso de
polietilenglicol (PEG) con poli D,L-lactida (PDLLA) como un copolimero de bloques. El glicol puede acoplarse con
biocitina (capaz de interaccion de afinidad con proteinas de fusion de estreptavidina) después del electrohilado para
crear una nanofibra de afinidad. Analogamente, puede crearse una policaprolactona (PCL) y un poli(acido D, L-
lactico-co-glicdlico)-b-PEG-NH2 (PLGA-b-PEF-NH2) que contiene nanofibras aminadas en superficie para
acoplamiento con proteinas que usan un agente de acoplamiento homobifuncional. Finalmente, en algunos casos,
es posible usar sitios activos intrinsecos asociados con ciertas matrices de nanofibras. Por ejemplo, ha sido exitoso
el acoplamiento de concanavalina A, un marcador de afinidad para lectina asociado con glicol-proteinas y/u otros
conjugados de glicol) a una nanofibra basada en quitosano.

Se conocen en la tecnologia quimica otras técnicas para fijar ligandos especificos a compuestos basados en
celulosa y/o polimeros sintéticos.

Separaciones basadas en tamafo

Como un mecanismo de purificacion ortogonal para la adsorcion, las separaciones basadas en tamafo también se
usan rutinariamente en bioprocesamiento aguas abajo. La filtracion y microfiltracion en profundidad son operaciones
usadas para el aclarado del caldo de fermentacion, donde las células (aproximadamente 1~20 um) y residuos
celulares (0,1~1 ym) se retiran de la suspension del biorreactor. La nanofiltracion con membrana se utiliza para
aclaramiento y/o purificacion viral de 20~200 nm particulas de virus, y la ultrafiltracién se empela cominmente para
la concentracion y purificacion de proteinas. En todos los casos, son deseables varias caracteristicas del medio de
separacion. En primer lugar, se desea un corte de tamafo bien definido para obtener separaciones estrictamente
controladas. En segundo lugar, se necesita un material de alta porosidad para un procesamiento de alta capacidad
de produccién sin requisitos de presion excesivos para minimizar el tiempo de operacion y/o los requisitos de area
de membrana. Y en tercer lugar, es deseable robustez quimica y fisica para condiciones de limpieza duras y
operacion a presiones moderadas. Los fieltros de nanofibras, debido a que se producen de forma mas barata en
gran cantidad para fibras fuertes mecanica y quimicamente, y con un tamafio de poro bien controlado de unas fibras
a ofras (o como fibras huecas), ofrecen una tremenda oportunidad como medio de separacion basado en tamafio
avanzado. Las nanofibras de polimero en general muestran la minima cantidad de unién no especifica, pero sufren
de ser menos robustas quimicamente que las fibras de carbono y ceramicos. Las fibras ceramicas sufren de ser
quebradizas y tener el potencial para grandes cantidades de adsorcion no especifica de biomasa/bioparticulas, con
el concomitante ensuciamiento, pero pueden soportar condiciones de regeneracion duras.

Hasta la fecha, las mallas de nanofibras para separaciones basadas en tamafio han tenido aplicacion principalmente
para el aislamiento de bioparticulas a escala de nanémetros y micrémetros (o similares) mediante un mecanismo de
filtracion en profundidad. El area superficial especifica elevada de las nanofibras dentro de una malla de filtracion
proporciona una trayectoria mas tortuosa y mayor oportunidad de interceptar una particula deseada desde la
solucién mientras se mantiene una alta porosidad. Las nanofibras de polimero, carbén y ceramico se han evaluado
todas, y eran todas capaces de separar el tamafio de particula deseado de una mezcla mientras se mantenian flujos
elevados. Especificamente, las nanofibras electrohiladas preparadas a partir de floruro de polivinilideno (PVDF) y
nailon 6 seran capaces de retirar particulas de poliestireno entre 0,5~10 ym. Las mallas de nanofibra ceramica se
han usado quizas de forma mas extensiva. Un ejemplo muestra que una combinacion de grandes nanofibras de
titanato con nanofibras de bohemita mas pequefias era capaz de flujos muy altos (1000 I/m*h) con una fuerza
impulsora de presion relativamente baja (20 kPa) y podian retirar virtualmente todas las particulas mayores de 60 nm
de una solucion. Debe observarse que muchas aplicaciones de micro y nanofiltracion en profundidad también
dependen de la adsorcion quimica de particulas a la superficie, nanofibras que son facilmente capaces de y que
pueden fabricarse para adsorber especificamente una impureza deseada.

Construccién/configuracion del nanofieltro

Utilizando fibras con diametros en el intervalo de submicrémetros a nanémetros (1~1000 nm, denominados fieltros
de "nanofibras"), el area superficial disponible dentro de un volumen de lecho dado para unién potencial aumentara
en gran medida en tanto como dos 6rdenes de magnitud. Controlando el tamafio de poro de los fieltros de
nanofibras, puede controlarse también la caida de presion y las caracteristicas de flujo interior dinamico, y hacerse
tan eficientes como los fieltros de microfibras.
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Ademas, los tamarfios de poro entre las fibras en el fieltro normalmente tienen una distribuciéon de tamafo de poro
ajustada (mas del 90 % de las nanofibras estan dentro del intervalo de 100 nm a 500 nm) para oponerse a la
canalizacioén y retener solo aquellas especies por encima de un tamafio de corte deseado para las operaciones de
filtracion. Finalmente, los fieltros de nanofibras normalmente son lo suficientemente fuertes mecanicamente para
operar en condiciones de caidas de presion potencialmente altas (hasta 0,7 MPa (100 psi)) y altos caudales (valores
de flujo por encima de 30 I/(min.m?)) y lo suficientemente robustos quimicamente para soportar los regimenes de
limpieza potencialmente duros (que a menudo incluyen acidos y bases fuertes, y disolventes organicos) sin hacerse
pedazos.

En una realizacion, los fieltros de nanofibras consisten en una nanofibra compuesta (un polimero de celulosa
derivatizada mas un polimero que no es celulosa) y una nanofibra de un Unico componente (polimero no basado en
celulosa). Sin embargo, como se ha descrito anteriormente, los nanofieltros hibridos pueden formarse a partir de una
diversidad de combinaciones de polimeros y nanofibras. Los ejemplos de estos incluyen, por ejemplo:

e Un fieltro de nanofibras compuestas, en donde todas las nanofibras en el fieltro consisten en una Unica especie
de nanofibra compuesta fabricada a partir de una mezcla coextruida de un polimero basico y un primer polimero
no celuldsico (no de acuerdo con la presente invencion).

e Un fieltro de nanofibras que consiste en al menos dos nanofibras de un Unico componente diferentes (no de
acuerdo con la presente invencion).

e Un fieltro de nanofibras que consiste en al menos una nanofibra de un Unico componente y al menos una
nanofibra compuesta.

Ademas de las configuraciones de nanofieltro descritas anteriormente, los nanofieltros de la presente invencion
pueden incluir también microfibras para afadir estabilidad, resistencia y adaptarse a otras caracteristicas fisicas de
los fieltros para su uso en aplicaciones particulares. Cuando se compara con fieltros de nanofibras de un Unico
componente, los fieltros de nanofibras hibridos de la presente invenciéon presentan las siguientes propiedades
mejoradas ejemplares:

Tabla 1
Indicadores de rendimiento

Atributo Medidas cuantitativas

- Capacidad de adsorcion frente al n.°
de ciclo (menos del 10 % de pérdida de
capacidad después de 50 ciclos)

- Cinética de adsorcion frente al n.° de

Durabilidad/Estabilidad
/Permeancia

Rendimiento robusto y reproducible
durante multiples ciclos (con
diferentes agentes de limpieza) y
condiciones de operacion agresivas
(alto flujo y alta presion)

ciclo (menos del 10 % de tiempos de
adsorciéon mayores después de 50
ciclos)

- Soporta fuerza antes de fallo
mecanico (hasta 0,7 MPa (100 psi) de
presion con flujo liquido)

- Permeancia de flujo Ilgmdo (por
encima de 500 I/(min.m*.mm.10°Pa)

Caracteristicas de adsorcion
mejoradas

- Capacidad de adsorcion de
proteinas elevada, mecanismo de
adsorcion con equilibrio mas
favorable y cinética de adsorcion de
proteina mas rapida

- Mayor area superficial por
introduccion de poros dentro de las
nanofibras

- Mayor selectividad de adsorcion

- Modelo de isoterma de adsorcion
estatica (capacidad y favorabilidad)
(para proteinas, por encima de

0,2 mg/mg de malla)

- Cinética de adsorcion (por encima del
90 % de equilibrio conseguido en 3
minutos).

- Analisis del area superficial BET
(mayor de 20 m?/g)

- Factores de separacién cuando se
purifican mezclas de (bio)quimicos (al
menos purificacion doble)

Distribuciéon uniforme de los
diametros de fibra y tamafio
de poro

Hidrodinamica mejorada y
rendimiento de adsorcion
reproducible

- Imagenes SEM visuales (>90 % de
diametros de fibra esta dentro del
intervalo de 100 nm a 500 nm)

- Andlisis de distribucion de flujo
(condiciones de unién y de no union)
(numero de Peclet sobre 100 para un
soluto de no union)
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Ejemplos
Ejemplo 1:
Preparacién de un fieltro de nanofibras de un Unico componente de acetato de celulosa de la técnica anterior

Se preparo un fieltro de nanofibras de un Unico componente de acetato de celulosa como se describe en: Handbook
of Membrane Research, Capitulo 3, Applications of Electrospun Nanofiber Membranes for Bioseparations, Todd J.
Menkhaus, et al, Nova Science Publishers, Inc., editado por Stephan V. Gorley. El acetato de celulosa (peso
molecular promedio de ~30.000 g/mol), NaOH, NaCl, acetona, N,N-dimetilacetamida (DMAc) y N,N-dimetilformamida
(DMF) se adquirieron de en Sigma-Aldrich Co. (Milwaukee, WI). El clorhidrato de cloruro de 2-(dietilaminoetilo)
(DAECH) con una pureza del 98 % se adquirié en Alfa Aesar Co. (Ward Hill, MA).

Se prepard una solucion del 15 % (fraccion en masa) de acetato de celulosa en acetona/DMAC (razén en masa de
2/1) a temperatura ambiente. La solucion se afadié a una jeringa. El despliegue de electrohilado incluia un
suministro de potencia de alta tension y un rodillo producido en el laboratorio. Durante el electrohilado, se aplicé una
alta tension positiva de 15 kV a la aguja y el caudal de 1,0 ml/h se mantuvo usando una bomba de jeringa. Las
nanofibras de acetato de celulosa se recogieron como un fieltro extendido aleatoriamente sobre una lamina de
aluminio conectada eléctricamente a tierra que cubria el rodillo. Se usé una lampara de calentamiento para secar el
fieltro de nanofibras durante el electrohilado y el fieltro se secé adicionalmente en un horno de vacio después del
electrohilado. En general, el proceso de electrohilado era relativamente inestable, con interrupciones frecuentes a
intervalos de aproximadamente 2 horas. El fieltro de nanofibras de acetato de celulosa recogido tenia un espesor de
aproximadamente 225 pym y una masa por area unitaria de aproximadamente 60 g/mz.

Los fieltros de nanofibras de acetato de celulosa tal cual se electrohilan se hidrolizaron/desacetilaron en primer lugar
por inmersién en una soluciéon acuosa de NaOH 0,05 M durante 24 horas. Los productos, denominados fieltros de
nanofibras de celulosa regenerada, después se aclararon en agua destilada 3 veces y se secaron en un horno de
vacio a 60 °C. Las muestras se sumergieron en una solucién acuosa DAECH al 15 % (fraccion en masa) durante 10
minutos seguido de secado a 60 °C. Las muestras después se sumergieron en una solucion acuosa de NaOH 0,5 M
a 90 °C durante 10 min. Las muestras se aclararon en agua destilada 3 veces y se secaron a 60 °C para producir
fieltros de nanofibras de celulosa de intercambio de aniones DEAE.

Ejemplo 2:
Preparacion de un fieltro hibrido de nanofibras compuestas CA/PEO y nanofibras de un Unico componente de PAN

Acetato de celulosa (CA), oxido de polietileno (PEO), cloroformo (CHCI3), dimetilformamida (DMF), poliacrilonitrilo
(PAN) y cloruro de dietil amino etilo se adquirieron en Sigma-Aldrich Co. (Milwaukee, WI).

Las soluciones de hilatura de PAN y CA+PEO se prepararon por separado. Brevemente, para la preparacion de la
solucion de hilatura de PAN el PAN se disolvié en DMF para preparar una solucién. Para la solucién de hilatura de
CA mas PEO, se preparé CA mas PEO en CHCIs/DMF con cloruro de dietil amino etilo.

Durante el proceso de electrohilado se pusieron dos jeringas cargadas con solucion de hilatura de PAN o CA+PEO
en el lado opuesto del rodillo producido en el laboratorio. En general, el proceso de electrohilado era muy estable y
era sostenible durante largos periodos (>48 horas), y las mallas nanofibrosas hibridas electrohiladas consistian en
nanofibras compuestas de CA+PEO y nanofibras de PAN (ya sea autosoporte o soportadas habra una grasa de
algoddn de calidad médica) se recogieron sobre la lamina de aluminio conectada eléctricamente a tierra que cubria
el rodillo.

Las mallas nanofibrosas hibridas de CA+PEO+PAN tal cual se electrohilaron después se recocieron durante 24
horas para completar la dispersion de fases de CA y PEO. Después de esto, las mallas se hidrolizaron/desacetilaron
por inmersion en una solucion acuosa de NAOH durante 24 horas. Las mallas de nanofibra hibrida resultantes que
consistian en nanofibras de celulosa regenerada y nanofibras de PAN se aclararon con agua destilada y se secaron.

Ejemplo 3:

Preparacion de un fieltro hibrido de nanofibras de nanofibras compuestas de CA/PVP y nanofibras de un unico
componente de PAN

El acetato de celulosa (CA), polivinilpirrolidona (PVP), cloroformo (CHCIs), dimetilformamida (DMF), poliacrilonitrilo
(PAN), y cloruro de dietil amino etilo se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (Milwaukee, WI).

Las soluciones de hilatura de PAN y CA+PVP se prepararon por separado. Brevemente, para la preparacion de la

solucién de hilatura de PAN, el PAN se disolvié en DMF para preparar una solucién. Para la solucién de hilatura de
CA+PEO, se preparéo CA+PVP en CHCIs/DMF con cloruro de dietil amino etilo.
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Durante el proceso de electrohilado se pusieron dos jeringas cargadas con solucién de hilatura de PAN o CA+PVP
en el lado opuesto del rodillo producido en el laboratorio. En general, el proceso de electrohilado era sostenible
durante largos periodos (>48 horas), y las mallas nanofibrosas hibridas electrohiladas que consistian en nanofibras
compuestas de CA+PVP y nanofibras de PAN (ya sea de autosoporte o soportadas sobre una gasa de algodon de
calidad médica) se recogieron sobre la lamina de aluminio conectada eléctricamente a tierra que cubria el rodillo.

Las mallas nanofibrosas hibridas de CA+PVP+PAN tal cual se electrohilaron se recocieron entonces durante 24
horas para completar la dispersion de fases de CA y PVP. Después de esto, las mallas se hidrolizaron/desacetilaron
por inmersion en una solucion acuosa de NaOH durante 24 horas; el proceso disolveria también/retiraria la PVP de
las mallas. Las mallas nanofibrosas hibridas resultantes consistian en nanofibras de celulosa regenerada y
nanofibras de PAN que se aclararon con agua destilada y se secaron.

Ejemplo 4:

Preparacion de un fieltro hibrido de nanofibras de nanofibras compuestas de CA/PEO y nanofibras de un
componente Unico de nailon 6

El acetato de celulosa (CA), 6xido de polietileno (PEO), cloroformo (CHCIs), hexafloroisopropano (HFIP), nailon 6 y
cloruro de dietilaminoetilo se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (Milwaukee, WI).

Las soluciones de hilatura de nailon 6 y CA+PEO se prepararon por separado. Brevemente, para la preparacion de
la solucién de hilatura de nailon 6, el polimero se disolvié en HFIP. Para la solucién de hilatura de CA+PEO, se
preparé CA+PEO en CHCI3/DMF con cloruro de dietil amino etilo.

Durante el proceso de electrohilado se pusieron dos jeringas cargadas con solucidon de hilatura de nailon 6 o
CA+PEO en el lado opuesto en el rodillo producido en el laboratorio. En general, el proceso de electrohilado era muy
estable y sostenible durante largos periodos (>48 horas), y las mallas nanofibrosas hibridas electrohiladas que
consistian en nanofibras compuestas de CA+CEO y nanofibras de nailon 6 (ya sea de autosoporte o soportadas en
una gasa de algodén de calidad médica) se recogieron sobre la lamina de aluminio conectada eléctricamente a tierra
que cubria el rodillo.

Las mallas nanofibrosas hibridas de CA+PEQO+nailon 6 tal cual se electrohilaron se recocieron después durante 24 h
para completar la dispersion de fases de CA y CEO. Después de esto, las mallas se hidrolizaron para desacetilar por
inmersién en una solucién acuosa de NaOH durante 24 horas; el proceso también disolveria/retiraria el PEO de las
mallas. Las mallas nanofibrosas hibridas resultantes consistian en nanofibras de celulosa regenerada y nanofibras
de nailon 6 que se aclararon con agua destilada y se secaron.

Ejemplo 5:

Preparacion de un fieltro hibrido de nanofibras de nanofibras compuestas de CA/PVP y nanofibras de un
componente Unico de nailon 6

El acetato de celulosa (CA), polivinilpirrolidona (PVP), cloroformo (CHCI3), hexaflorisopropanol (HFIP), nailon 6 y
cloruro de dietil amino etilo se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (Milwaukee, WI).

Las soluciones de hilatura de nailon 6 y CA+PVP se prepararon por separado. Brevemente, para la preparacion de
la solucion de hilatura de nailon 6, el nailon 6 se disolvié en HFIP para preparar una solucién. Para la solucién de
hilatura de CA+PEO, se preparé CA mas PVP en CHCI3/DMF con cloruro de dietil amino etilo.

Durante el proceso de electrohilado se cargaron dos jeringas con solucién de hilado de nailon 6 o CA+PVP que se
pusieron en el lado opuesto del rodillo producido en el laboratorio. En general, el proceso de electrohilado era muy
estable y era sostenible durante largos periodos (>48 horas), y las mallas nanofibrosas hibridas electrohiladas que
consistian en nanofibras compuestas de CA+PVP y nanofibras de nailon 6 (ya sea de autosoporte o soportadas
sobre una gasa de algodén de calidad médica) se recogieron sobre la lamina de aluminio conectada eléctricamente
a tierra que cubria el rodillo.

Las mallas nanofibrosas hibridas de CA+PVP+nailon 6 tal cual se electrohilaron después se recocieron durante 24 h
para completar la dispersion de fases de CA y PVP. Después de esto, las mallas se hidrolizaron y desacetilaron por
inmersion en una solucién acuosa de NaOH durante 24 horas; el proceso disolveria/retiraria la PVP de las mallas.
Las mallas nanofibrosas hibridas resultantes consistian en nanofibras de celulosa regeneradas y nanofibras de
nailon 6 que se aclararon con agua destilada y se secaron.

Ejemplo 6:

Evaluacién del rendimiento de fieltros de nanofibras de un Unico componente e hibridos
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La adsorcion discontinua, adsorcion dinamica, dispersion de flujo y estudios de permeabilidad con las mallas de
nanofibra de un componente unico (Ejemplo 1) y mallas de nanofibra hibridas (Ejemplos 2-6), se compararon con
una membrana de adsorcion de celulosa regenerada disponible en el mercado y una bola de algoddn. La membrana
de celulosa comercial y la bola de algodén experimentaron los mismos tratamientos post-electrohilado que el fieltro
de nanofibras de un Unico componente y el fieltro de nanofibras hibrido antes del ensayo.

Se completaron experimentos de adsorcién discontinuos para determinar las isotermas de adsorcién de equilibrio de
Langmuir. Para analisis discontinuos, el fieltro de un Unico componente, el fieltro hibrido, la celulosa comercial y la
bola de algodon se enjuagaron con tampon cortado en piezas individuales de aproximadamente 1 cm?, y se pesaron
para cada medio, diez de las piezas individuales (~100mg) se pusieron en tubos de centrifuga de 15 mililitros (ml).
La solucion madre de la proteina diana se preparé a 2,0mg/ml mezclando una masa conocida de proteina liofilizada
con tampén. Se afiadieron combinaciones apropiadas de solucion madre y tampén a cada tubo de ensayo que
contenia las piezas de fieltro cortadas, la membrana de celulosa comercial o las bolas de algodén para proporcionar
un volumen final de 14 ml en cada tubo y una concentracion inicial de proteina entre 0,0mg/ml y 2,0mg/ml de
proteina. Se tomé una muestra liquida de 1,0 ml de cada una de las diferentes concentraciones de proteina iniciales
inmediatamente y se midio la adsorbancia UV a 280 nm. Las muestras después se pusieron en una mezcladora fin-
sobre-fin que giraba a aproximadamente 40 revoluciones por minuto (rpm). Después del mezclado durante un
minimo de 24 horas, el liquido de cada muestra se retiré y la concentraciéon de proteina se determiné por
adsorbancia UV-280 nm con un espectrofotémetro Genesys 10 UV adquirido en Thermo Electron Corporation
(Madison, WI). Por la diferencia, pudo calcularse la proteina adsorbida en el fieltro. Se prepard también un tubo con
2,0 mg de proteina/ml y sin fieltro para evaluar el potencial de adsorcion de proteina a la superficie de tubo. No se
encontré adsorcion a la superficie del tubo. Analogamente, se supervisaron controles para evaluar el potencial de
productos quimicos lixiviados que pudiera contribuir a la adsorbancia UV a 280 nm, y la unién no especifica de
proteina a la membrana no derivatizada (después de la regeneracion NaOH). No se observoé lixiviado o uniéon no
especifica para ninguna de las muestras. Después se prepararon las isotermas de adsorcién de Langmuir y las
constantes de modelado (Qmax ¥ Kamax) se determinaron mediante ajusto por regresion de minimos cuadrados de la
ecuacion:

_ Q max C
Ki+C

donde Q es la concentracion de equilibrio adsorbida de proteina a la membrana (mg/g), Qmax €s la capacidad de
saturacion maxima asintética, C es la concentracion de equilibrio de la fase liquida de proteina (mg/ml), K4 es la
constante de adsorcion (mg/ml). Valores altos de Q y valores bajos de Ky son indicativos de procesos de adsorcion
altamente eficientes. Después del analisis de adsorcion, el liquido se decantd y los fieltros se lavaron con 14 ml de
tampon junto con mezclado durante 1 hora. Después de retirar la solucién de lavado, se afiadio a los tubos el
tampon con NaCl 1 M, se mezclé durante 1 hora, y el liquido se muestred para la concentracion de proteina para
adsorbancia de UV-280- nm. El porcentaje de elucién se calculdé basandose en las cantidades de union encontradas
durante la fase de adsorcion del estudio.

Los resultados, mostrados en la Tabla 2 a continuacion, indicaban que los fieltros hibridos de nanofibras
electrohiladas tenian una mayor capacidad, seguido del fieltro de nanofibras de celulosa de un Unico componente.
Ambos materiales de adsorcion basados en nanofibras tenian una capacidad de saturacion significativamente mayor
en todas las concentraciones en fase liquida en equilibrio que cualquiera de los medios de adsorcién basados en
celulosa comerciales. Los fieltros de microfibras de celulosa regenerada y bolas de algoddn tenian la capacidad de
union mas baja. El area superficial especifica alta combinada con la morfologia Unica del fieltro de nanofibras se
atribuyen a la capacidad de unién elevada. En todos los casos, podia conseguirse la dilucion cuantitativa de la
proteina.

Tabla 2: Resultados de union estadisticos

Medio de muestra Qmax (mg/g)Kd (mg/ml)
Fieltro de hibrido de nanofibras 168 0,31
Fieltro de nanofibras de un Unico componente| 40,0 0,30
Membrana de celulosa comercial 33,5 0,54
Fieltro de microfibra de celulosa regenerada 14,5 0,31
Bola de algodén 15,5 0,82

Se midieron las permeabilidades del tampdn a través de los fieltros hibridos de nanofibra y de un Gnico componente,
y las membranas de adsorcién de celulosa regenerada disponibles en el mercado. Valores de permeabilidad
mayores indican la posibilidad de operar con una capacidad de produccion mayor (tiempo de procesamiento mas
rapido) y/o presion menor; ambos de los cuales proporcionan beneficios significativos a los procesos de fabricacion.
Se utilizé un soporte de adsorcion de membrana a pequefia escala de tipo "moneda" para todos los experimentos.
La unidad permite un area de filtraciéon eficaz de aproximadamente 1,5 cm? y se sella con una junta térica para
impedir fugas. Inicialmente, la caida de presion del sistema Unicamente, con el soporte de membrana en su sitio,
pero sin membrana presente, se evalla a caudales que variaban de 2,0 ml/min a 30,0 ml/min. Después las capas de
cada fieltro de nanofibras 0 membrana comercial se afiadieron sucesivamente a la unidad mientras se media la
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caida de presion a diferentes caudales. Se evaluaron una, tres, cinco, siete y nueve capas para cada
fieltro/membrana. La caida de presion del sistema se restod de la caida de presién medida con el fieltro/membrana en
su sitio para calcular la permeabilidad del fieltro/membrana a cada caudal. Se realizé6 un minimo de cinco caudales y
lecturas de presion correspondientes con cada nimero de capas diferente.

Como se muestra en la Tabla 3 a continuacién, la permeabilidad del tampon a través de las filas de fieltros hibridos
de nanofibras era significativamente mayor que los fieltros de un Unico componente, y la permeabilidad del fieltro de
nanofibras de un Gnico componente era al menos cinco veces mayor que la de las muestras de celulosa regenerada
comercial correspondientes. Asimismo, para comparacion, el fabricante presenté un lecho de relleno de 15 cm de
Sepharose Fast Flow, que tenia una permeabilidad de aproximadamente 7 I/(min m? 10° Pa), que era similar a la
membrana comercial funcionalizada, pero mucho mas lenta que los nanofieltros.

Tabla 3: Permeabilidad (I/(min m? 10° Pa))

Numero de Fieltro hibrido de Fieltro de nanofibras de un tunico |Membrana de celulosa regenerada
capas nanofibras componente comercial
1 1220(£110) 801(x75) 148 (£18)
3 977(+76) 563(+44) 92 (£11)
5 627(+47) 451(x21) 32 (£1)
7 318(£23) 76 (£6) 19 (1)
9 No determinado 35 (+2) 7 (£1)

El analisis de dispersion del sistema se realiz6 para los fieltros de nanofibras hibrido y de un Unico componente y las
membranas de adsorcion de celulosa regenerada comercial para determinar el grado de mezclado axial con
diferentes nimeros de capas en su sitio. Es deseable un menor mezclado axial (mejor dispersion de flujo) para
minimizar la canalizacién y la degradacion prematura durante los procesos de adsorcion. La misma disposicion
usada para el analisis de permeabilidad se uso para los ensayos de dispersion del sistema, excepto que el caudal se
mantuvo 1,0 ml/min durante todo el proceso.

Después del equilibrado, la pila de fieltros/membranas con tampén, una solucion al 1 % (fracciéon en volumen) de
acetona en tampon se afadié al sistema. Al adsorbancia en linea a UV-280- nm se supervisé y se analizé la curva
resultante para calcular el nimero de Peclet (Pe) mediante ajuste por minimos cuadrados de la ecuacion:

Csalida ]

=—al+erf
Centrada 2 L ﬁi‘f[

donde Csaiiga €5 la absorbancia del efluente a 280 nm, Centrada €S la absorbancia entrante a 280 nm, V es el volumen
de solucion de acetona afadido, y Vso es el volumen cuando Csaiiga/ Centrada = 0,50. Valores mayores de Pe se usaron
para indicar la propiedad deseable de ser una aproximacion mas cercana al flujo piston (menor mezclado axial y
mejor dispersion de flujo).

(P} (V= Vo)
2(VV i)'

La Tabla 4 a continuacion, resume los resultados para el numero de Pe segun se determiné para diferentes nimeros
de mallas de nanofibra hibrida y de un uUnico componente y capas de fieltro de celulosa regenerada
comercial/membrana. Los resultados indican que los fieltros de nanofibras producidos en este estudio tenian una
hidrodinamica comparabile.

Tabla 4: Resultados de dispersion del sistema
Numero de Peclet (Pe) Fieltro de nanofibras de
Fieltro hibrido de nanofibras| un unico componente

Membrana de celulosa

Numero de capas R
regenerada comercial

1 45,2 25,7 39,8
3 81,7 43,4 62,3
5 96,3 59,8 78,4
7 112,0 741 92,7
9 No determinado 88,2 102,2

Se completaron analisis de degradacion dinamica para evaluar la eficacia de absorcion cuando se trabajaba en
condiciones de flujo. Una mayor capacidad a un porcentaje de degradacion bajo indicaria un material absorbente
mas eficaz. Los experimentos de degradacion dinamica se completaron usando un soporte de tipo moneda Pall
Mustang de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se usaron nueve capas de cada uno de los fieltros de
nanofibras o las membranas comerciales en los analisis. Todos los experimentos trabajaron con un purificador AKT
(GE Healthcare, Piscataway, NJ) con medicidon en linea de la adsorbancia UV-290- nm, pH y conductividad y se
controlaron mediante el software Unicorn version 5.01. Las fracciones se recogieron automaticamente por el sistema
en alicuotas de 0,60 ml (aproximadamente dos volimenes de lecho). Se usé un minimo de 10 volimenes de lecho
para el equilibrado. Se usé la elucién de etapa a 100 % tampo6n B (tampdn B equilibrado con la adicion de NaCl
1,0 M) para cada experimento. Para todos los ensayos de degradacion dinamica el caudal se mantuvo a un valor de
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1,0 ml/min. Se carg6 la solucién de proteina preparada a 1,5 mg/ml en tampon hasta que se consiguié un 100 % de
degradacion. El fieltro después se lavd con tampoén durante un minimo de 10 volimenes de lecho antes de la
desorcion. Se recogio todo el eluyente (flujo a través durante la carga, lavado y elucion), se pesé para determinar el
volumen y se analizé para la concentracion de proteina por absorbancia UV-280- nm. Se calculé entonces el balance
de masas de proteina basandose en el volumen cargado y todas las fracciones recogidas durante el proceso.

La evaluaciéon practica final para cualquier sistema de adsorciéon es el analisis de degradacién dinamica, una
combinacion de la capacidad de unién en equilibrio, la cinética de adsorcion y la dispersion del sistema. También es
una filtracion directa de la capacidad para un modo de flujo a modo de operacion de flujo a través donde la molécula
unida no necesita efluirse selectivamente de otras impurezas.

La Tabla 5 a continuaciéon muestra la capacidad de unién dinamica de la proteina al 10 % de degradacion de los
fieltros de nanofibras y las membranas de adsorcion de celulosa regenerada comerciales. La capacidad dinamica
era sustancialmente mayor para las mallas de nanofibras hibridas comparadas con cualquier otro medio de
adsorcién evaluado. Ademas, los resultados de elucién indicaban que, dentro de la incertidumbre experimental, la
elucién de proteina se hubo completado para cada sistema de adsorcién y el balance de masas global no mostré
pérdidas.

Tabla 5: Resultados de union dinamica

Medio de muestra Capacidad de degradacion 10 % (mg/g)
Fieltro hibrido de nanofibras 122
Fieltro de nanofibras de un Unico componente| 26,9
Membrana de celulosa comercial 20,9
Fieltro de microfibra de celulosa regenerada No determinado
Bola de algoddn No determinado
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REIVINDICACIONES

1. Un fieltro hibrido de nanofibras electrohiladas que comprende una nanofibra compuesta y una nanofibra de un
Unico componente,

en donde la nanofibra compuesta comprende una mezcla de celulosa derivatizada y un primer polimero no
basado en celulosa, y

en donde la nanofibra de un tinico componente comprende un segundo polimero no basado en celulosa,

en donde el primer y segundo polimeros no basados en celulosa pueden retirarse diferencialmente del fieltro de
nanofibras.

2. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la celulosa derivatizada se selecciona del
grupo que consiste en: un éster organico de celulosa, un éster inorganico de celulosa y una alquilcelulosa.

3. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde (i) la celulosa derivatizada comprende un
éster organico de celulosa seleccionado del grupo que consiste en: acetato de celulosa, triacetato de celulosa y
propionato de celulosa, o:

en donde (ii) la celulosa derivatizada comprende un éster inorganico de celulosa seleccionado del grupo que
consiste en: nitrato de celulosa y sulfato de celulosa, o:

en donde (iii) la celulosa derivatizada comprende una alquil celulosa seleccionada del grupo que consiste en:
hidroxiétil celulosa y carboximetil celulosa.

4. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el primer polimero no basado en celulosa
comprende un polimero sintético.

5. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el polimero sintético se selecciona del grupo
que consiste en: un polimero de vinilo, un poliéter, un polimero acrilico, u poliéster, un policarbonato y un
poliuretano.

6. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el primer polimero no basado en celulosa
comprende un polimero natural.

7. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el polimero natural se selecciona del grupo
que consiste en: un polisacarido, una poliamida y una polilactida.

8. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el polimero natural es un polisacarido
seleccionado del grupo que consiste en: almidén y quitina o:

en donde el polimero natural es una poliamida seleccionada del grupo que consiste en: proteina y gelatina.

9. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el segundo polimero no basado en celulosa
comprende un polimero sintético.

10. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el polimero sintético se selecciona del grupo
que consiste en: polimero de vinilo, poliamida, poliimida y poliéster.

11. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el primer polimero no basado en celulosa es
un copolimero.

12. El fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el segundo polimero no basado en celulosa
es un copolimero.

13. Un método de electrohilado de preparacién del fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacién 1 que
comprende las etapas:

a) preparar por separado una solucion de hilatura de polimero compuesto y una solucion de hilatura de polimero
de un Unico componente;

b) poner las soluciones de hilatura en dos hileras diferentes:

c) aplicar tension a cada soluciéon de hilatura con un electrodo;

d) electrohilar por separado las nanofibras compuestas y de un Unico componente de las hileras; y

e) recoger las nanofibras solidificadas como un fieltro de nanofibras tendido aleatoriamente o parcialmente
alineado.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13 que comprende ademas (i) la etapa de convertir la celulosa
derivatizada en celulosa, o:
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que comprende ademas (ii) la etapa de retirar al menos una porcion del primer polimero no basado en celulosa

de la nanofibra compuesta en el fieltro de nanofibras, o:

que comprende ademas (iii) la etapa de funcionalizacion de la superficie de una o mas de las nanofibras en el
5 fieltro de nanofibras, preferentemente en donde la funcionalizacion de la superficie comprende la fijacion de un

ligando de afinidad.

15. Un método de purificacién de biomoléculas a partir de un fluido que comprende las etapas de:
10 a) preparar un fieltro de nanofibras de acuerdo con la reivindicacion 11;

b) hacer fluir el fluido a través del fieltro de nanofibras; y
c) recuperar las biomoléculas del fieltro de nanofibras.
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