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DESCRIPCION
Membranas para cromatografia formadas por reacciones de polimerizacion clic de tiol-eno o tiol-ino

Antecedentes

La "quimica clic" es la clase de reacciones que se asemejan a las reacciones bioquimicas naturales, con los siguientes
atributos: reacciones altamente eficientes, "cargadas por resorte" que proceden rapidamente a un alto rendimiento;
reacciones altamente selectivas que no producen (o producen pocos) productos secundarios y toleran multiples grupos
funcionales; y reacciones que se producen en condiciones de reaccion moderadas, tales como a bajas temperaturas (por
ejemplo, ambiente) o en soluciones acuosas.

La quimica clic creci6 para abarcar una gama de reacciones quimicas, tales como reacciones de Diels-Alder, cicloadicion
de alqueno-azida catalizada por cobre (CUAAC), reacciones de adicion de tiol-maleimida, y reacciones de adicién de tiol-
alqueno y tiol-alquino.

El término "tiol-eno" se usa en general para describir la adicién por hidrotiolacion de un tiol a cualquiera de una amplia
variedad de grupos funcionales insaturados, tales como maleimidas, acrilatos, y norbornenos, ademas de los dobles
enlaces carbono-carbono no activados. En algunos casos, la reaccion puede tener lugar no solo a través del mecanismo
clasico de adicion de radicales, sino también con la adicién nucleofilica tipo Michael. El término "tiol-ino" se usa para
describir métodos de hidrotiolacién de contrapartida mediante el uso de un alquino en lugar de un alqueno. En general,
las reacciones de tiol-eno y tiol-ino se llevan a cabo bajo condiciones de radicales fotoiniciadas y proceden a través de un
proceso tipico de crecimiento de cadena con etapas de iniciacion, propagacion, y terminacion.

Las reacciones clic de tiol-eno e -ino tienen muchas caracteristicas atractivas para la sintesis de polimeros. Las reacciones
son rapidas, estereoespecificas, insensibles al agua, y pueden proporcionar una variedad de funcionalidades de polimeros
mediante el uso de varios mondmeros funcionalizados con tiol y/o alqueno/alquino. Mediante el uso de monémeros di-,
tri- y tetrafuncionalizados de tiol y alqueno/alquino, es posible realizar reacciones clic de tiol-eno e -ino para construir
nuevos materiales con una variedad de funcionalidades quimicas. Estas reacciones también pueden dar como resultado
redes poliméricas mas altamente organizadas, en comparacion con polimeros de acrilato similares.

El documento nim. US 2008/0264867 A1 describe un material compuesto que comprende un miembro de soporte que
tiene una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte, y un gel reticulado macroporoso que se
encuentra en, y rellena, los poros del miembro de soporte, en el que el gel reticulado se atrapa en un polimero
estabilizador. El reticulador del gel reticulado puede ser triacrilato de trimetilolpropano.

Existe la necesidad de medios de separacion o cromatografia que puedan fabricarse faciimente mediante reacciones de
polimerizacion rapidas, eficientes, y facilmente controlables, y que puedan modificarse facilmente. Estos medios también
deben mostrar alta selectividad y alta velocidad de flujo, baja contrapresion, ser econémicos, y permitir una larga vida util
de la columna, tiempos de proceso cortos, y flexibilidad operativa general.

Resumen
En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un material compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un material compuesto que comprende:

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

un gel reticulado, en donde el gel reticulado comprende un polimero derivado de un primer monémero, un segundo
monoémero, y un primer reticulador;

en donde

el gel reticulado se encuentra en los poros del miembro de soporte;

el primer monémero comprende dos grupos funcionales tiol;

el segundo monémero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono; y

el primer reticulador comprende (i) al menos tres grupos funcionales tiol, (ii) al menos tres dobles enlaces carbono-
carbono, (iii) al menos dos triples enlaces carbono-carbono, o (iv) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos
un doble enlace carbono-carbono.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método para fabricar un material compuesto de acuerdo con la
reivindicacion 11.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método para fabricar un material compuesto, que comprende las
etapas de:

combinar un primer monémero, un segundo monémero, un primer reticulador, un fotoiniciador, y un solvente, en donde el
primer monémero comprende dos grupos funcionales tiol; el segundo monémero comprende dos dobles enlaces carbono-
carbono; y el primer reticulador comprende (i) al menos tres grupos funcionales tiol, (ii) al menos tres dobles enlaces
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carbono-carbono, (iii) al menos dos triples enlaces carbono-carbono, o (iv) al menos un triple enlace de carbono-carbono
y al menos un doble enlace carbono-carbono, formando de esta manera una mezcla monomérica;

poner en contacto un miembro de soporte con la mezcla monomérica, formando de esta manera un miembro de soporte
modificado; en donde el miembro de soporte comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro
de soporte, y el diametro promedio de poro de los poros es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 pm;
recubrir el miembro de soporte modificado con una lamina polimérica, formando de esta manera un miembro de soporte
recubierto; y

irradiar el miembro de soporte recubierto por un periodo de tiempo, formando de esta manera un material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
mezcla monomérica comprende ademas una pluralidad de precursores de grupos terminales; y los precursores de grupos
terminales son moléculas que tienen un grupo funcional tiol o moléculas que tienen un enlace carbono-carbono insaturado.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas las etapas de:

poner en contacto el material compuesto con una mezcla que comprende un fotoiniciador y una pluralidad de precursores
de grupos terminales, en donde los precursores de grupos terminales son moléculas que tienen un grupo funcional tiol o
moléculas que tienen un enlace carbono-carbono insaturado, formando de esta manera una mezcla de injerto; y

irradiar la mezcla de injerto por un periodo de tiempo, formando de esta manera un material compuesto modificado.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a un método de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende la etapa
de: poner en contacto a un primer régimen de flujo un primer fluido que comprende una sustancia con cualquiera de los
materiales compuestos descritos en la presente descripcion, con lo que se adsorbe o absorbe de esta manera una porcion
de la sustancia sobre el material compuesto.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion de
membranas formadas por reacciones clic de alquenos mediante el uso de TEGDV como comondmero.

La Figura 2 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion de
membranas formadas por reacciones clic de alquenos con TEGDV como comondmero y cantidades variables de iniciador.
La Figura 3 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion de
membranas formadas por reacciones clic de alquenos con TEGDV y DATA como comonomeros.

La Figura 4A tabula los componentes de la reaccién (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion
de membranas formadas por reacciones clic de alquenos con DATA como comondmero.

La Figura 4B tabula los componentes de la reaccién (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion
de membranas formadas por reacciones clic de alquenos con DATA como comondmero, a una concentracion mas alta
con relacion al experimento que es el sujeto de Figura 4A.

La Figura 5A representa una imagen ESEM de una membrana compuesta formulada con DATA como comonémero
formulado con una relacién de alqueno respecto a tiol (calculada por el nimero de grupos funcionales reactivos presentes,
donde un alquino es equivalente a dos alquenos porque cada alquino puede reaccionar con dos tioles) de 0,96 (EN-149).
La Figura 5B representa una imagen ESEM de una membrana compuesta formulada con DATA como comonémero
formulado con una relacién de alqueno respecto a tiol (calculada por el nimero de grupos funcionales reactivos presentes,
donde un alquino es equivalente a dos alquenos porque cada alquino puede reaccionar con dos tioles) de 1,05 (EN-151).
La Figura 6 representa una imagen ESEM de una membrana compuesta (EN-124) formulada con DATA como
comondmero; la relacion de alqueno respecto a tiol en la mezcla de polimerizacién para fabricar esta membrana fue de
1,27.

La Figura 7 tabula los componentes de reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) para las membranas formadas
por reacciones clic de alquenos con octadiino como un reticulador adicional.

La Figura 8A representa una imagen ESEM de una membrana compuesta preparada con octadiino como un reticulador
adicional preparado con una relacion de alqueno respecto a tiol de 1,074 (EN-134).

La Figura 8B representa una imagen ESEM de una membrana compuesta preparada con octadiino como un reticulador
adicional preparado con una relacion de alqueno respecto a tiol de 1,18 (EN-120).

La Figura 9 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion de
membranas formadas por reacciones clic de alqueno e injertadas con restos de carboxilato a través de una segunda
reaccion clic después de la polimerizacion.

La Figura 10 representa una representacion grafica del flujo de agua de varias membranas compuestas de la invencion
antes de injertarse con restos carboxilato (barra izquierda) y después de injertarse con restos carboxilato (segunda barra
izquierda). Tras la exposicién a pH 5, el flujo aumenta (segunda barra derecha). Tras la exposicion a NaOH 0,1 M, el flujo
disminuye nuevamente (barra derecha).

La Figura 11 representa una representacion grafica del flujo de agua de varias membranas compuestas de la invencion
antes de injertarse con restos carboxilato (barra izquierda), después de injertarse en agua con restos carboxilato (barra
central), y después de injertarse en DMAc con restos carboxilato (barra derecha).

La Figura 12 tabula la capacidad de union de tres membranas modificadas con proteina A en ausencia de aditivos
funcionalizados con tiol (A) y en presencia de aditivos funcionalizados con tiol (B y C).
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La Figura 13 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion
de membranas formadas por reacciones clic de alquenos con DATA como un comondmero y un sistema de solvente que
comprende, por ejemplo, trietilenglicol o tetraetilenglicol.

La Figura 14 representa una imagen SEM de la membrana CLK-EN-298.

La Figura 15 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion
de membranas formadas por reacciones clic de alquenos con PETM como un correticulador.

La Figura 16 representa una imagen SEM de la membrana EN-325 fabricada mediante el uso de un reticulador de tetratiol
(PETM).

La Figura 17 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion
de membranas formadas por reacciones clic de alquenos con octadiino como un correticulador.

La Figura 18 representa una imagen SEM de la membrana CLK-EN-361.

La Figura 19 tabula los componentes de reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en la preparacion de
membranas de HIC formadas por polimerizacion y funcionalizaciéon en una etapa.

La Figura 20 representa una representacion esquematica de un proceso de extension de injerto de dos etapas que
comienza con una membrana funcionalizada con alquenos.

La Figura 21 tabula los componentes de la reaccion (% en peso) y los solventes (% en peso) usados en una reaccion de
doble polimerizacion.

La Figura 22 tabula los componentes de la reaccion (% en moles) usados en una reaccion de polimerizacion doble, y las
propiedades de las membranas resultantes.

Descripcion detallada
Informaciéon general

Si bien el trabajo reciente se centrd en el uso de la quimica clic de tiol-eno e -ino para producir varias redes poliméricas
funcionalizadas, principalmente para aplicaciones de peliculas, recubrimientos, y dendrimeros, el enfoque no se aplico a
la produccion de membranas poliméricas de red macroporosa Utiles para procesos de separacion liquidos. En ciertas
modalidades, la invencion se refiere al uso de quimica clic de tiol-eno e -ino para la generacion de membranas poliméricas
reticuladas adecuadas para aplicaciones de cromatografia liquida. En ciertas modalidades, las membranas reticuladas se
injertan adicionalmente con grupos funcionales quimicos o especies moleculares. En ciertas modalidades, la generacion
de la membrana reticulada por polimerizacion, y la modificacion de la membrana reticulada por injerto, se llevan a cabo a
través de reacciones clic altamente eficientes de tiol-eno e/o -ino (procedimiento en una o dos etapas).

En ciertas modalidades, la quimica clic de tiol-eno e -ino se emplea para hacer un polimero reticulado que se soporta por
un sustrato fibroso, formando de esta manera una membrana compuesta. En ciertas modalidades, los polimeros
reticulados en las membranas compuestas contienen grupos reactivos residuales, tales como tioles o enlaces carbono-
carbono insaturados, que pueden usarse para unir diversos compuestos quimicos o especies moleculares mediante
reacciones clic adicionales.

En ciertas modalidades, el polimero reticulado es macroporoso. La porosidad dentro de los polimeros puede promoverse
durante la polimerizacién mediante el grado de reticulacion, la exclusion del solvente de la cadena polimérica durante la
formacion de la red polimérica, o alguna combinacion de ambos.

El grado de reticulacion en el polimero puede ajustarse mediante el ajuste de la relacion de mondmero. Especificamente,
se considera que la relacion de alqueno respecto a tiol asegura una porosidad adecuada. La longitud de la cadena de los
polimeros en la red polimérica y, por lo tanto, el grado de reticulacion también pueden controlarse mediante el uso de
monomeros especificos que imparten propiedades fisicoquimicas especificas al polimero y la membrana finales. Estos
monomeros de "ajuste” pueden afectar la interaccion de la cadena de polimero con el sistema de solvente. Ademas, la
hidrofilicidad/hidrofobicidad de estos monémeros puede afectar las propiedades finales de hinchamiento acuoso del gel
resultante y las propiedades de superficie hidréfilas/hidréfobas de la red polimérica.

El control de la porosidad de la red de polimeros requiere cuidado cuando se usa la quimica clic porque la reaccién de
tiol-eno es muy rapida. Como resultado, el movimiento de la cadena en crecimiento puede restringirse de formar poros.
Para minimizar este resultado indeseable, el sistema de solvente y el mondmero se seleccionan para asegurar que exista
una fuerza impulsora adecuada para excluir las cadenas de polimero en crecimiento de la solucién en un cierto punto,
formando de esta manera macroporos. Especificamente, la mezcla de solventes y no solventes se ajusta para
proporcionar un sistema de reaccion adecuado que puede disolver inicialmente todos los reactivos pero que sirve como
un solvente pobre para las cadenas de polimeros reticulados a medida que crecen hasta ser mas grandes que un cierto
peso molecular. Un sistema de solvente con una proporcién demasiado alta de solvente pobre (para las cadenas de
polimeros) puede conducir a una precipitacion rapida de las cadenas de polimeros en crecimiento, lo que disminuye la
porosidad.

En general, muchos materiales poliméricos altamente porosos y no rigidos son relativamente débiles y no pueden soportar
las presiones generadas durante los procesos de separacion por membrana tipicos (por ejemplo, cromatografia liquida).
Por lo tanto, para fabricar membranas que sean mecanicamente adecuadas, en ciertas modalidades se produce un
material compuesto que comprende tanto un sustrato poroso (tal como un sustrato tejido fabricado de polipropileno
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quimicamente inerte) como un polimero poroso reticulado mediante la sintesis del polimero directamente dentro de los
poros del sustrato.

En ciertas modalidades, cuando se examinan mediante el uso microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM), los
materiales compuestos mostraron una red de gel bien conectada que se incorpora dentro de las fibras del sustrato.

En ciertas modalidades, los materiales compuestos de la invencién pueden usarse efectivamente en los modos "unir-eluir"
y de "flujo continuo".

"Modo de unién-elucién”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un enfoque operativo para la cromatografia
en el que las condiciones del tampdn se establecen de manera que tanto la proteina objetivo como los contaminantes no
deseados se unan al soporte cromatografico o al material compuesto. El fraccionamiento de la proteina objetivo de los
otros componentes se logra subsecuentemente mediante el cambio de las condiciones de manera que la proteina objetivo
y los contaminantes se eluyan por separado. En ciertas modalidades, las membranas descritas en la presente descripcion
pueden usarse en "modo de unién-elucidon" que presenta altas capacidades de unién dinamica a alta conductividad, alto
procesamiento de volumen y selectividad. En ciertas modalidades, la cantidad de proteina objetivo en el eluyente se
reduce en de aproximadamente 50 % a aproximadamente 99 %. En ciertas modalidades, el eluyente se reduce en
agregados de la proteina objetivo en aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97
%, aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 %.

Como se usa en la presente descripcion, el término "modo de flujo continuo" se refiere a un enfoque operativo para la
cromatografia en el que las condiciones del tampdn se establecen de manera que la proteina objetivo intacta fluya a través
de la membrana tras la aplicacién mientras los contaminantes se retienen selectivamente. En ciertas modalidades, las
membranas descritas en la presente descripcion pueden usarse en "modo de flujo continuo" en un proceso de purificacion
posterior a la proteina A para eliminar contaminantes clave, tales como ADN, proteinas de la célula huésped (HCP),
proteina A lixiviada, agregados indeseables, y virus en una sola etapa.

Diversas caracteristicas de los materiales compuestos ilustrativos
Composicion de los geles

En cierta modalidad, los polimeros reticulados pueden formarse por la reacciéon entre un monémero de ditiol y un
monoémero de trivinilo o monémero de alquino, que sirven como reticuladores. Ver Esquema 1Ay Esquema 1B. En ciertas
modalidades, pueden afiadirse monémeros adicionales para ajustar las propiedades quimicas, fisicas, y mecanicas finales
del polimero. En ciertas modalidades, los polimeros reticulados pueden formarse por la reaccién entre un monémero de
dieno y un monémero de tri-tiol, que sirve como un reticulador.

J&'x,/\,,f&
Ditiol
rxn clic
+ : £
Exceso de alqueno TN N e N
7N N
Alqueno de K

tres brazos

Esquema 1A — Red de polimero producida por la reaccion clic de tiol-eno que contiene
grupos funcionales “cliqueables” adicionales (algueno).
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Esquema 1B — Red de polimero producida por la reaccion clic de tiol-eno que contiene
grupos funcionales “cliqueables” adicionales (tiol).

En ciertas modalidades, los polimeros reticulados pueden funcionalizarse adicionalmente mediante el injerto de las
cadenas reticuladas con un resto de injerto. En ciertas modalidades, el resto de injerto es un tiol o un alqueno que también
tiene funcionalidades quimicas adicionales. En ciertas modalidades, el polimero reticulado se forma y se injerta en una
sola etapa (enfoque de "un recipiente”, Esquema 2). Por ejemplo, la inclusién de acido mercaptosuccinico en la mezcla
de polimerizacion dara como resultado un polimero con funcionalidad de acido carboxilico. La inclusion de cisteamina (o
alternativamente alilamina) dara como resultado un polimero con funcionalidad de amina. El uso de acido
mercaptoetanosulfénico (o alternativamente alilsulfonato de sodio) incorporara grupos de acido sulfénico y cargas
negativas a la red de polimeros.

contiene tiol

&.—u&‘*"ﬁ\ | {x &

i

§ Grupo de injerto que

\ 8 £
* ; : g
B e rxn clic el A N
Ditiol N &
+ &N

& ‘ \\ b

Alqueno de
tres brazos

Esquema 2 — Esquema de reaccion en un recipiente mediante el uso de quimica clic de
tiol-eno para producir la red de polimero y las moléculas o grupos funcionales injertados

En ciertas modalidades, el polimero reticulado puede funcionalizarse mediante modificacion posterior a la polimerizacion.
En este método de dos etapas, el exceso de grupos tiol o alqueno generados durante la polimerizacion de tiol-alqueno se
modifica durante una etapa de injerto separada (Esquema 3). Al controlar la relacion de alimentacién de monémero de
tiol respecto a alqueno, los polimeros finales pueden tener un exceso de grupos alqueno o tiol. Cualquier grupo funcional
puede usarse subsecuentemente en una reaccion de injerto, tal como una reaccion clic, para modificar ain mas la quimica
o funcionalidad final del polimero. En ciertas modalidades, este enfoque es Util para fabricar membranas poliméricas que
contengan varios ligandos utiles para la separacion cromatografica de biomoléculas (por ejemplo, proteinas). Por ejemplo,
este enfoque puede usarse para introducir en la membrana funcionalidades de intercambio idnico (carboxilato, sulfonato,
amonio cuaternario, amina), restos de interaccion hidrofobos (tales como el grupo octilo mediante el uso de 1-octanotiol
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o 1-octeno) y biomoléculas para de cromatografia de bioafinidad (tal como la cisteina-proteina A para la purificacion de
anticuerpos monoclonales).
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Esguema 3 = Método de produccion de dos etapas para producir polimeros clic de tiol-eno
injertados

En ciertas modalidades, el injerto de tiol-eno es una opcion atractiva para unir biomoléculas al polimero reticulado de la
membrana. La reaccion es rapida, puede llevarse a cabo eficientemente en medios acuosos, funciona bien a temperatura
ambiente, y puede fotoiniciarse mediante el uso de una luz de longitud de onda relativamente larga (365 nm), que tiene
un efecto muy limitado sobre la bioactividad de la proteina. Ademas, puede permitir la unién controlada de la biomolécula,
lo que puede ser ventajoso en términos de preservar la bioactividad y la estructura 3D de la biomolécula.

En ciertas modalidades, es posible inmovilizar sobre los materiales compuestos descritos en la presente descripcion
cualquier biomolécula que tenga funcionalidad tiol libre. Esto puede ser muy util en la fabricacion de membranas de
bioafinidad para membranas de bioseparacion o biocatalisis (mediante la inmovilizacion de enzima(s)). En ciertas
modalidades, los materiales compuestos pueden funcionalizarse con sondas de oligonucleétidos para la detecciéon de
ADN.

Miembro de soporte poroso

En algunas modalidades, el miembro de soporte poroso contiene poros de diametro promedio de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 50 pm.

En algunas modalidades, el miembro de soporte poroso tiene una porosidad en volumen de aproximadamente 40 % a
aproximadamente 90 %.

En ciertas modalidades, el soporte poroso es plano.

En ciertas modalidades, el soporte poroso tiene forma de disco.
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Pueden usarse muchos sustratos o membranas porosas como el miembro de soporte. En algunas modalidades, el
miembro de soporte poroso se fabrica de material polimérico. En ciertas modalidades, el soporte puede ser una poliolefina,
la cual esta disponible a bajo costo. En ciertas modalidades, la poliolefina puede ser poli(etileno), poli(propileno) o
poli(difluoruro de vinilideno). Se mencionan las membranas de poliolefina extendidas elaboradas mediante separacion de
fases inducida térmicamente (TIPS), o separacioén de fases inducida no por solvente. En ciertas modalidades, el miembro
de soporte puede elaborarse de polimeros naturales, tales como celulosa o sus derivados. En ciertas modalidades, los
soportes adecuados incluyen membranas de polietersulfona, membranas de poli(tetrafluoroetileno), membranas de nailon,
membranas de ésteres de celulosa, fibra de vidrio, o papeles de filtro.

En ciertas modalidades, el soporte poroso esta compuesto de material fibroso tejido o no tejido, por ejemplo, una
poliolefina, tal como polipropileno. Tales miembros de soporte fibrosos tejidos o no tejidos pueden tener tamafios de poro
mas grandes que los miembros de soporte TIPS, en algunos casos hasta aproximadamente 75 pm. Los poros mas
grandes en el miembro de soporte permiten la formacion de materiales compuestos que tienen macroporos mas grandes
en el gel macroporoso. También pueden usarse miembros de soporte no poliméricos, tales como soportes a base de
ceramica. El miembro de soporte poroso puede tomar varias formas y tamarios.

En algunas modalidades, el miembro de soporte tiene la forma de una membrana.

En algunas modalidades, el miembro de soporte tiene un grosor de aproximadamente 10 a aproximadamente 2000 pym,
de aproximadamente 10 a aproximadamente 1000 um, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 500 um.

En otras modalidades, pueden combinarse multiples unidades de soporte poroso, por ejemplo, mediante apilamiento. En
una modalidad, puede ensamblarse una pila de membranas de soporte poroso, por ejemplo, de 2 a 10 membranas, antes
de que se forme el gel dentro del vacio del soporte poroso. En otra modalidad, se usan unidades de miembros de soporte
individuales para formar membranas de material compuesto, que después se apilan antes de su uso.

Relacion entre el gel y el miembro de soporte

El gel puede anclarse dentro del miembro de soporte. El término "anclado" pretende significar que el gel se mantiene
dentro de los poros del miembro de soporte, pero el término no se restringe necesariamente a significar que el gel esta
unido quimicamente a los poros del miembro de soporte. El gel puede mantenerse por la restriccion fisica impuesta al
enredarlo y entrelazarlo con elementos estructurales del miembro de soporte, sin que realmente se injerte quimicamente
en el miembro de soporte, aunque en algunas modalidades, el gel puede injertarse en la superficie de los poros del
miembro de soporte.

De acuerdo con la invencion, los geles reticulados son macroporosos. Por tanto, debido a que los macroporos estan
presentes en el gel que ocupa los poros del miembro de soporte, los macroporos del gel deben ser mas pequefios que
los poros del miembro de soporte. En consecuencia, las caracteristicas de flujo y las caracteristicas de separacion del
material compuesto dependen de las caracteristicas del gel, pero son en gran medida independientes de las
caracteristicas del miembro de soporte poroso, con la condicidon de que el tamafio de los poros presentes en el miembro
de soporte sea mayor que el tamafio de los macroporos del gel. La porosidad del material compuesto puede adaptarse
rellenando el miembro de soporte con un gel cuya porosidad esta dictada parcialmente o completamente por la naturaleza
y las cantidades de mondémero o polimero, agente de reticulacion, solvente de reaccién, y porégeno, si se usa. Las
propiedades del material compuesto estan determinadas parcialmente, si no completamente, por las propiedades del gel.
El resultado neto es que la invencién proporciona control sobre el tamafio de los macroporos, la permeabilidad y el area
superficial de los materiales compuestos.

Cuando estan presentes, el nimero de macroporos en el material compuesto no esta dictado por el nimero de poros en
el material de soporte. El nUmero de macroporos en el material compuesto puede ser mucho mayor que el nimero de
poros en el miembro de soporte porque los macroporos son mas pequeios que los poros en el miembro de soporte. Como
se menciono anteriormente, el efecto del tamafo de poro del material de soporte en el tamafio de poro del gel macroporoso
es en general insignificante. Se encuentra una excepcion en los casos donde el miembro de soporte tiene una gran
diferencia en el tamafio de poro y la distribucion del tamario de poro, y donde se busca un gel macroporoso que tenga
tamafios de poro muy pequefios y un intervalo estrecho en la distribucion del tamafio de poro. En estos casos, grandes
variaciones en la distribucion del tamario de poro del miembro de soporte se reflejan débilmente en la distribucién del
tamano de poro del gel macroporoso. En ciertas modalidades, puede usarse un miembro de soporte con un intervalo de
tamafo de poro algo estrecho en estas situaciones.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el material compuesto es relativamente no téxico.

Preparacion de materiales compuestos
En ciertas modalidades, los materiales compuestos de la invencién pueden prepararse mediante métodos de una sola

etapa. En ciertas modalidades, estos métodos pueden usar agua u otros solventes beneficiosos para el medio ambiente
como solvente de reaccion. En ciertas modalidades, los métodos pueden ser rapidos y, por lo tanto, pueden conducir a
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procesos de fabricacion simples y/o rapidos. En ciertas modalidades, la preparacion de los materiales compuestos puede
ser econémica.

En ciertas modalidades, los materiales compuestos pueden prepararse mediante la mezcla de un mondémero o
monomeros, un agente o agentes de reticulacion, un iniciador o iniciadores, y opcionalmente uno o mas porégenos, en
uno o mas solventes adecuados. En ciertas modalidades, la mezcla resultante puede ser homogénea. En ciertas
modalidades, la mezcla puede ser heterogénea. En ciertas modalidades, la mezcla puede introducirse después en un
soporte poroso adecuado, donde puede tener lugar una reaccion de formacion de gel.

En ciertas modalidades, puede afadirse un porégeno a la mezcla de reactivos, en donde los porégenos pueden
describirse ampliamente como aditivos de generacion de poros. En ciertas modalidades, el porégeno puede seleccionarse
del grupo que consiste en solventes pobres termodinamicamente y polimeros extraibles, (por ejemplo, poli(etilenglicol),
surfactantes, y sales.

En algunas modalidades, la reaccion de formacion de gel debe iniciarse. En ciertas modalidades, la reaccion de formacion
de gel puede iniciarse mediante cualquier método conocido, por ejemplo, mediante activacion térmica o exposicion a
radiacion UV. En ciertas modalidades, la reaccion puede iniciarse mediante radiacion UV en presencia de un fotoiniciador.
En ciertas modalidades, el fotoiniciador puede seleccionarse del grupo que consiste en 2-hidroxi-1-[4-(2-hidroxietoxi)fenil]-
2-metil-1-propanona (Irgacure 2959), 4,4'-azobis(acido 4-cianovalérico) (ACVA), 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (DMPA),
benzofenona, benzoina y éteres de benzoina, tales como etil éter de benzoina y éter metilico de benzoina,
dialcoxiacetofenonas, hidroxialquilfenonas, y ésteres sulfénicos de a-hidroximetil benzoina. La activacion térmica puede
requerir la adicion de un iniciador térmico. En ciertas modalidades, el iniciador térmico puede seleccionarse del grupo que
consiste en 1,1'-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (catalizador VAZO® 88), azobis(isobutironitrilo) (AIBN), persulfato de
potasio, persulfato de amonio, y peroxido de benzoilo.

En ciertas modalidades, la reaccion de formacion de gel puede iniciarse por radiacion UV. En ciertas modalidades, puede
afadirse un fotoiniciador a los reactivos de la reaccion de formacion de gel, y el miembro de soporte que contiene la
mezcla de monémero, agente de reticulacion y fotoiniciador pueden exponerse a radiacion UV a longitudes de onda de
aproximadamente 250 nm a aproximadamente 400 nm por un periodo de unos pocos segundos a unas pocas horas. En
ciertas modalidades, el miembro de soporte que contiene la mezcla de mondmero, agente de reticulacion y fotoiniciador
pueden exponerse a radiacion UV a aproximadamente 350 nm durante un periodo de unos pocos segundos a unas pocas
horas. En ciertas modalidades, el miembro de soporte que contiene la mezcla de monémero, agente de reticulacion y
fotoiniciador puede exponerse a radiaciéon UV a aproximadamente 350 nm durante aproximadamente 10 minutos. En
ciertas modalidades, puede usarse luz de longitud de onda visible para iniciar la polimerizacion. En ciertas modalidades,
el miembro de soporte debe tener una baja absorbancia a la longitud de onda usada para que la energia pueda transmitirse
a través del miembro de soporte.

En ciertas modalidades, la velocidad a la que se lleva a cabo la polimerizacién puede tener un efecto en el tamafo de los
macroporos obtenidos en el gel macroporoso. En ciertas modalidades, cuando la concentracion de reticulador en un gel
se aumenta a una concentracion suficiente, los constituyentes del gel comienzan a agregarse para producir regiones de
alta densidad de polimero y regiones con poco o ningin polimero, a estas ultimas regiones se les conoce como
"macroporos"” en la presente descripcion. Este mecanismo se ve afectado por la velocidad de polimerizacion.

En ciertas modalidades, una vez que se preparan los materiales compuestos, estos pueden lavarse con varios solventes
para eliminar cualquiera de los componentes sin reaccionar y cualquier polimero u oligdbmero que no esté anclado dentro
del soporte. En ciertas modalidades, los solventes adecuados para el lavado del material compuesto incluyen agua,
solucion acuosa acida (por ejemplo, HCI) o basica (por ejemplo, NaOH), soluciones salinas acuosas (por ejemplo, NaCl),
acetona, metanol, etanol, propanol, y DMF.

Usos ilustrativos de los materiales compuestos

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a un método, en donde se pasa un fluido a través del gel reticulado de
cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente. Al adaptar las condiciones de unién o
fraccionamiento, puede obtenerse una buena selectividad.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a un método para separar biomoléculas, tales como proteinas o
inmunoglobulinas, de la solucion. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método para purificar biomoléculas,
tales como proteinas o inmunoglobulinas. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a un método para purificar
proteinas o anticuerpos monoclonales con alta selectividad. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a un método,
en donde la molécula bioldgica o el ion bioldgico retiene su estructura terciaria o cuaternaria, que puede ser importante
para retener la actividad biolégica. En ciertas modalidades, las moléculas biolégicas o iones bioldégicos que pueden
separarse o purificarse incluyen proteinas, tales como albuminas, por ejemplo, albiumina de suero bovino, y lisozima. En
ciertas modalidades, las moléculas bioldgicas o iones bioldgicos que pueden separarse incluyen y-globulinas de origen
humano y animal, inmunoglobulinas tales como IgG, IgM, o IgE de origen humano y animal, proteinas de origen
recombinante y natural que incluyen proteina A, fitocromo, proteasa halofilica, poli(3-hidroxibutirato) despolimerasa,
aculaecina-A acilasa, polipéptidos de origen sintético y natural, interleucina-2 y su receptor, enzimas tales como fosfatasa,
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deshidrogenasa, ribonucleasa A, etc., anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, tripsina y su inhibidor,
albuminas de diferentes origenes, por ejemplo, a-lactalbimina, albumina de suero humano, albumina de huevo de gallina,
ovoalbumina, etc., citocromo C, inmunoglobulinas, mioglobulina, interleucina humana recombinante, proteina de fusion
recombinante, productos derivados de acido nucleico, ADN y ARN de origen sintético y natural, plasmidos de ADN, lectina,
a-quimotripsindgeno, y productos naturales que incluyen moléculas pequefias. En ciertas modalidades, la invencion se
refiere a un método para recuperar un fragmento de anticuerpo a partir de variantes, impurezas, o contaminantes
asociados con este. En ciertas modalidades, la separacion o purificacion de biomoléculas puede ocurrir sustancialmente
en el gel reticulado. En ciertas modalidades, la separacioén o purificacion de biomoléculas puede ocurrir sustancialmente
en los macroporos del gel reticulado, cuando el gel reticulado tiene macroporos.

En ciertas modalidades, la invenciéon se refiere a un método de adsorcion reversible de una sustancia. En ciertas
modalidades, puede liberarse una sustancia adsorbida mediante el cambio del liquido que fluye a través del gel. En ciertas
modalidades, la captacion y liberaciéon de sustancias pueden controlarse mediante variaciones en la composicion del gel
reticulado.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método, en donde la sustancia puede aplicarse al material compuesto
a partir de una solucién tamponada.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método, en donde la sustancia puede eluirse mediante el uso de
concentraciones y pH variables de soluciones salinas acuosas.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método que exhibe altas capacidades de unién. En ciertas
modalidades, la invencion se refiere a un método que exhibe capacidades de unién de aproximadamente 1 mg/mLmembrana,

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

2 mg/mMLmembrana,
5 mg/MLmembranas
8 mg/MLmembrana,
12 mg/MLmembrana,
18 mg/MLmembrana,
40 mg/MLmembrana,
70 mg/mLmembrana,
100 mg/mLmembrana,
130 mg/mMLmembrana,
160 mg/mLmembrana,
190 mg/mLmembrana,
220 mg/MLmembranas
250 mg/MmLmembranas
280 mg/MLmembranas

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

3 mg/MLmembranas
6 mg/MLmembrana,
9  mg/mMLmembrana,
14 mg/MLmembranas
20 mg/mLmembrana,
50 mg/mLmembrana,
80 mg/mLmembrana,
110 mg/MLmembranas
140 mg/MLmembranas
170 mg/MLmembranas
200 mg/MLmembranas
230 mg/MLmembranas
260 mg/MLmembranas
290 mg/MLmembranas

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

4
7
10
16
30
60
90
120
150
180
210
240
270
300

mg/m Lmembrana,
mg/m Lmembrana,
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau
mg/mLmembranau

320 mg/MLmembrana, aproximadamente 340 mg/mMLmembranaM@/MLmembrana, aproximadamente 360
mMg/MLmembrana, @proximadamente 380 mg/mLmembrana, 0 @aproximadamente 400 mg/mLmembrana @l 10 % de avance.

El flujo de agua, Quzo0 (kg/m?h), se calculé mediante el uso de la siguiente ecuacion:

Qv:s@

iﬁ'éﬁsi

X .
&§

doénde my es la masa de agua transferida a través de la membrana en t1, m. es la masa de agua transferida a través de
la membrana en t,, A es el area de la seccion transversal de la membrana y t es el tiempo (donde t1 > ty).

En ciertas modalidades, puede afiadirse un aditivo a la solucion de sal eluyente (el segundo fluido, o el tercer fluido o
posterior). En ciertas modalidades, el aditivo se afiade en una concentracion baja (por ejemplo, menos de
aproximadamente 2 M, aproximadamente 1 M, aproximadamente 0,5 M, o aproximadamente 0,2 M). En ciertas
modalidades, el aditivo es un alcohol miscible con agua, un detergente, dimetilsulféxido, dimetilformamida, o una solucién
acuosa de una sal caotrépica.

En ciertas modalidades, cambiar el pH es una herramienta de elucién efectiva para la eluciéon de proteinas con o sin
cambiar la conductividad de la fase movil.

Determinacion del tamaiio de poro

SEMy ESEM

Como se menciono anteriormente, en ciertas modalidades, el gel reticulado es un gel reticulado macroporoso. El diametro
promedio de los macroporos en el gel reticulado macroporoso puede estimarse mediante uno de muchos métodos. Un
método que puede emplearse es la microscopia electrénica de barrido (SEM). EI SEM es un método bien establecido

para determinar el tamafio de los poros y las porosidades en general, y para caracterizar las membranas en particular. Se
hace referencia al libro Basic Principles of Membrane Technology por Marcel Mulder (© 1996) ("Mulder"), especialmente
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el Capitulo IV. Mulder proporciona una descripcion general de los métodos para caracterizar las membranas. Para las
membranas porosas, el primer método mencionado es la microscopia electrénica. SEM es una técnica muy simple y util
para caracterizar membranas de microfiltracion. Puede obtenerse una imagen clara y concisa de la membrana en términos
de la capa superior, la seccion transversal y la capa inferior. Ademas, la porosidad y la distribucion del tamafio de poro
puede estimarse a partir de las fotografias.

La SEM ambiental (ESEM) es una técnica que permite la obtencién de imagenes no destructivas de muestras que estan
hdmedas, al permitir un ambiente gaseoso en la camara de muestras. El detector secundario ambiental (ESD) requiere
un fondo de gas para que funcione y opera de aproximadamente 3 torr a aproximadamente 20 torr. Estas restricciones de
presion limitan la capacidad de variar la humedad en la camara de muestras. Por ejemplo, a 10 torr, la humedad relativa
a una temperatura especifica es la siguiente:

Humedad relativa a 10 torr (%) T (°C)

Aproximadamente 80

Aproximadamente 16

Aproximadamente 70

Aproximadamente 18

Aproximadamente 60

Aproximadamente 20

Aproximadamente 40

Aproximadamente 24

Aproximadamente 20

Aproximadamente 40

Aproximadamente 10

Aproximadamente 50

Aproximadamente 2

Aproximadamente 70

Aproximadamente 1

Aproximadamente 100

Esta es una guia util para la humedad relativa en la camara de muestras a diferentes temperaturas. En ciertas
modalidades, la humedad relativa en la cdmara de muestras durante la formacion de imagenes es de aproximadamente
1 % a aproximadamente 99 %. En ciertas modalidades, la humedad relativa en la cAmara de muestras durante la formacién
de imagenes es de aproximadamente 1 %, aproximadamente 2 %, aproximadamente 3 %, aproximadamente 4 %,
aproximadamente 5 %, aproximadamente 6 %, aproximadamente 7 %, aproximadamente 8 %, aproximadamente 9 %,
aproximadamente 10 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 25 %, aproximadamente 30
%, aproximadamente 35 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 45 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente
55 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente
99 %. En ciertas modalidades, la humedad relativa en la camara de muestras durante la formaciéon de imagenes es
aproximadamente del 45 %.

En ciertas modalidades, el microscopio tiene una resoluciéon nanométrica y un aumento de hasta aproximadamente 100
000X.

En ciertas modalidades, la temperatura en la camara de muestra durante la formaciéon de imagenes es de
aproximadamente 1 °C a aproximadamente 95 °C. En ciertas modalidades, la temperatura en la camara de muestra
durante la formacion de imagenes es de aproximadamente 2 °C, aproximadamente 3 °C, aproximadamente 4 °C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 6 °C, aproximadamente 7 °C, aproximadamente 8 °C, aproximadamente 9 °C,
aproximadamente 10 °C, aproximadamente 12 °C, aproximadamente 14 °C, aproximadamente 16 °C, aproximadamente
18 °C, aproximadamente 20 °C, aproximadamente 25 °C, aproximadamente 30 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C, aproximadamente 55 °C, aproximadamente
60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 75 °C, aproximadamente 80 °C, o
aproximadamente 85 °C. En ciertas modalidades, la temperatura en la camara de muestra durante la formacion de
imagenes es de aproximadamente 5 °C.

En ciertas modalidades, la presion en la camara de muestras durante la formacion de imagenes es de aproximadamente
0,5 torr a aproximadamente 20 torr. En ciertas modalidades, la presion en la camara de muestras durante la formacién de
imagenes es de aproximadamente 4 torr, aproximadamente 6 torr, aproximadamente 8 torr, aproximadamente 10 torr,
aproximadamente 12 torr, aproximadamente 14 torr, aproximadamente 16 torr, aproximadamente 18 torr o
aproximadamente 20 torr. En ciertas modalidades, la presién en la camara de muestras durante la formacion de imagenes
es de aproximadamente 3 torr.

En ciertas modalidades, la distancia de trabajo desde la fuente del haz de electrones hasta la muestra es de
aproximadamente 6 mm a aproximadamente 15 mm. En ciertas modalidades, la distancia de trabajo desde la fuente del
haz de electrones hasta la muestra es de aproximadamente 6 mm, aproximadamente 7 mm, aproximadamente 8 mm,
aproximadamente 9 mm, aproximadamente 10 mm, aproximadamente 11 mm, aproximadamente 12 mm,
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aproximadamente 13 mm, aproximadamente 14 mm o aproximadamente 15 mm. En ciertas modalidades, la distancia de
trabajo desde la fuente del haz de electrones hasta la muestra es de aproximadamente 10 mm.

En ciertas modalidades, el voltaje es de aproximadamente 1 kV a aproximadamente 30 kV. En ciertas modalidades, el
voltaje es de aproximadamente 2 kV, aproximadamente 4 kV, aproximadamente 6 kV, aproximadamente 8 kV,
aproximadamente 10 kV, aproximadamente 12 kV, aproximadamente 14 kV, aproximadamente 16 kV, aproximadamente
18 kV, aproximadamente 20 kV, aproximadamente 22 kV, aproximadamente 24 kV, aproximadamente 26 kV,
aproximadamente 28 kV o aproximadamente 30 kV. En ciertas modalidades, el voltaje es de aproximadamente 20 kV.

En ciertas modalidades, el diametro promedio de poro puede medirse estimando los diametros de poro en una muestra
representativa de imagenes desde la parte superior o inferior de un material compuesto. Un experto en la técnica
reconocera y conocera diversas variables experimentales asociadas con la obtencién de una imagen ESEM de una
membrana humeda, y podra disefiar un experimento en consecuencia.

Porometria de flujo capilar

La porometria de flujo capilar es una técnica analitica usada para medir el(los) tamafio(s) de poro de los materiales
porosos. En esta técnica analitica, se usa un liquido humectante para rellenar los poros de una muestra de prueba y se
usa la presion de un gas que no reacciona para desplazar el liquido de los poros. La presién de gas y el régimen de flujo
a través de la muestra se miden con precision y los diametros del poro se determinan mediante el uso de la siguiente
ecuacion: La presion de gas requerida para eliminar el liquido de los poros se relaciona con el tamafio del poro mediante
la siguiente ecuacion:

D=4 xy=xcosb/P

D = diametro de poro

y = tensién superficial del liquido
6 = angulo de contacto del liquido
P = presion de gas diferencial

Esta ecuacion muestra que la presion requerida para desplazar el liquido de la muestra humeda se relaciona inversamente
con el tamafio de poro. Dado que esta técnica implica el flujo de un liquido desde los poros de la muestra de prueba bajo
presion, es util para la caracterizacion de "poros pasantes" (poros interconectados que permiten el flujo del fluido desde
un lado de la muestra al otro). Otros tipos de poros (poros cerrados y ciegos) no son detectables mediante este método.

La porometria de flujo capilar detecta la presencia de un poro cuando el gas comienza a fluir a través de ese poro. Esto
ocurre solo cuando la presion del gas es lo suficientemente alta como para desplazar el liquido desde la parte mas
estrecha del poro. Por lo tanto, el diametro de poro calculado mediante el uso de este método es el diametro del poro en
la parte mas estrecha y cada poro se detecta como un poro individual de este diametro estrecho. El diametro de poro mas
grande (llamado punto de burbuja) esta determinado por la presion de gas mas baja necesaria para iniciar el flujo a través
de una muestra hiumeda y se calcula un diametro medio de poro a partir de la presion media de flujo. Ademas, tanto el
intervalo de diametro de poro estrecho como la distribucion del tamafio de poro pueden determinarse mediante el uso de
esta técnica.

Este método puede realizarse en pequefias muestras de membrana (por ejemplo, de aproximadamente 2,5 cm de
diametro) que se sumergen en un fluido de prueba (por ejemplo, agua, tampon, alcohol). El intervalo de presion de gas
aplicado puede seleccionarse de aproximadamente 0 a aproximadamente 500 psi.

Otros métodos para determinar el diametro de poro

Mulder describe otros métodos para caracterizar el tamafio promedio de poro de una membrana porosa, incluidos
microscopia de fuerza atémica (AFM) (pagina 164), calculos de permeabilidad (pagina 169), adsorcion-desorcion de gas
(pagina 173), termoporometria (pagina 176), permporometria (pagina 179) y desplazamiento de liquidos (pagina 181).

Materiales compuestos ilustrativos
En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un material compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un material compuesto que comprende:

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

un gel reticulado, en donde el gel reticulado comprende un polimero derivado de un primer monémero, un segundo
monoémero, y un primer reticulador;

en donde

el gel reticulado se encuentra en los poros del miembro de soporte;

el primer monémero comprende dos grupos funcionales tiol;

el segundo mondémero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono; y
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el primer reticulador comprende (i) al menos tres grupos funcionales tiol, (ii) al menos tres dobles enlaces carbono-
carbono, (iii) al menos dos triples enlaces carbono-carbono, o (iv) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos
un doble enlace carbono-carbono.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el gel reticulado es macroporoso.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer monémero comprende dos grupos funcionales tiol terminales.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer mondmero es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer monémero es 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), 1,2-etanoditiol, 1,4-butanoditiol, PEG ditiol (tal
como PEG lineal ditiol), 1,6-hexanaoditiol, 2,2'-tiodietanotiol, etano-1,2-diil bis(3-mercaptopropanoato), hexa(etilenglicol)
ditiol, tetra(etilenglicol) ditiol, 1,16-hexadecanaoditiol, benceno-1,2-ditiol, benceno-1,3-ditiol, benceno-1,4-ditiol, bifenil-4,4'-
ditiol, p-terfenil-4,4"-ditiol, clorhidrato de (S)-2-aminobutano-1,4-ditiol, 4-fenil-4H-(1,2,4)triazol-3,5-ditiol, 5-(4-clorofenil)-
pirimidina-4,6-ditiol, 1,4-bencenodimetanotiol, 2-mercaptoetil éter, o L-(-)-ditiotreitol.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo mondmero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono terminales.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo mondmero es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo monémero es tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV), 1,9-decadieno, 1,4-bis(viniloxi)butano, dialilftalato,
dialil diglicol carbonato, poli(etilenglicol) divinil éter, divinil glicol, o divinilbenceno, divinil sulfona, 1,4-butanodiol divinil éter,
alil éter, alil sulfuro, 1,4-bis(4-vinilfenoxi)butano, 1,5-hexadieno, dipenteno, (R)-(+)-limoneno, (S)-(-)-limoneno, N,N'-
metilenbis(acrilamida), o N,N'-etilenbis(acrilamida).

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde la relacion molar de primer mondémero respecto al segundo monémero es mayor que 1:1, por ejemplo,
aproximadamente 1,5:1, aproximadamente 2:1, aproximadamente 2,5:1, aproximadamente 3:1, aproximadamente 3,5:1,
aproximadamente 4:1, aproximadamente 4,5:1, o aproximadamente 5:1.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el material compuesto comprende ademas un tercer monémero, en donde el tercer monémero comprende dos
dobles enlaces carbono-carbono.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el el tercer monémero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono terminales.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el tercer monédmero es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el tercer monémero es (+)-N,N-dialiltartramida (DATA), dialil disulfuro, dialil carbonato, dialil maleato, dialil
succinato, trimetilolpropano dialil éter, 1,1-dialil-1-docosanol, 1,1-dialil-3-(1-naftil)urea, 1,1-dialil-3-(2-etilfenil)urea, 1,2-
dialil-1,2-ciclohexanodiol, 2,6-dialil-meta-cresol, N, N-dialil-2-hidroxipropanamida, 1,4-pentadien-3-ol,
trimetil(propargil)silano, o propargilamina.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde la relaciébn molar de primer monémero respecto al tercer monémero es mayor que 1:1, por ejemplo,
aproximadamente 1,5:1, aproximadamente 2:1, aproximadamente 2,5:1, aproximadamente 3:1, aproximadamente 3,5:1,
aproximadamente 4:1, aproximadamente 4,5:1, o aproximadamente 5:1.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador comprende al menos tres dobles enlaces carbono-carbono.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador comprende tres dobles enlaces carbono-carbono. En ciertas modalidades, la invencion se
refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde el primer reticulador comprende
tres dobles enlaces carbono-carbono terminales.
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En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador comprende dos triples enlaces carbono-carbono. En ciertas modalidades, la invenciéon se
refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde el primer reticulador comprende
dos triples enlaces carbono-carbono terminales.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador es 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO), 1,6-heptadiino, 1,7-octadiino,
1,8-nonadiino, 1,9-decadiino, acrilato de propargilo, PEG norborneno de 4 brazos (Fairbanks, B. D., y otros Adv. Mater.
2009, 21 (48), 5005-5010), triacrilato de trimetilolpropano, tetraalquino poli(etilenglicol) (por ejemplo, Daniele, M.A, y otros
Biomaterials 2014, 35, 1845-1856), 2,4,6-trialiloxi-1,3,5-triazina, trialilamina, trialil borato, trialilfosfina, dialil fumarato, 3-
(aliloxi)-1-propino, glioxal bis(dialil acetal), tetraalilsilano, propargil éter, o escualeno.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador es trimetilolpropanotri(3-mercaptopropionato), pentaeritritol tetra(3-mercaptopropionato),
poli(etilenglicol) tetra-tiol (por ejemplo, Daniele, M.A., y otros Biomaterials 2014, 35, 1845-1856), tris[2(3-
mercaptopropioniloxi)etilisocianurato, pentaeritritol tetraquis(2-mercaptoacetato), acido tritiocianurico, o 1-tiohexitol.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el material compuesto comprende ademas un segundo reticulador; y el segundo reticulador comprende (i) al
menos tres grupos funcionales tiol, (ii) al menos tres dobles enlaces carbono-carbono, (iii) al menos dos triples enlaces
carbono-carbono, o (iv) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo reticulador comprende al menos dos triples enlaces carbono-carbono.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo reticulador comprende dos triples enlaces carbono-carbono. En ciertas modalidades, la invencion
se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde el segundo reticulador
comprende dos triples enlaces carbono-carbono terminales.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo reticulador es diferente del primer reticulador.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo reticulador es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el segundo reticulador es 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO), 1,6-heptadiino, 1,7-
octadiino, 1,8-nonadiino, 1,9-decadiino, acrilato de propargilo, 2,4,6-trialiloxi-1,3,5-triazina, trialilamina, trialil borato,
trialiffosfina, dialil fumarato, 3-(aliloxi)-1-propino, dipropargilamina, 5,6-dimetil-5-decen-1,9-diino, glioxal bis(dialil acetal),
tetraalilsilano, propargil éter, escualeno, trimetilolpropanotri(3-mercaptopropionato), pentaeritritol  tetra(3-
mercaptopropionato), poli(etilenglicol) tetra-tiol, tris[2(3-mercaptopropioniloxi)etillisocianurato, acido pentaeritritol
tetraquis(2-mercaptoacetato) tritiocianurico, o 1-tiohexitol.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un material compuesto que comprende:

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

un gel reticulado, en donde el gel reticulado comprende un polimero derivado de un primer monémero y un primer
reticulador;

en donde

el gel reticulado se encuentra en los poros del miembro de soporte;

el primer monémero comprende (i) dos dobles enlaces carbono-carbono, o (ii) un triple enlace carbono-carbono; y

el primer reticulador comprende al menos tres grupos funcionales tiol.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el gel reticulado es macroporoso.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer monémero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono terminales.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer mondmero es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.
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En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer mondémero es tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV), 1,9-decadieno, 1,4-bis(viniloxi)butano, dialilftalato,
dialil diglicol carbonato, poli(etilenglicol) divinil éter, divinil glicol, o divinilbenceno, divinil sulfona, 1,4-butanodiol divinil éter,
alil éter, alil sulfuro, 1,4-bis(4-vinilfenoxi)butano, 1,5-hexadieno, dipenteno, (R)-(+)-limoneno, o (S)-(-)-limoneno.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde la relacion molar de primer mondémero respecto al segundo monémero es mayor que 1:1, por ejemplo,
aproximadamente 1,5:1, aproximadamente 2:1, aproximadamente 2,5:1, aproximadamente 3:1, aproximadamente 3,5:1,
aproximadamente 4:1, aproximadamente 4,5:1, o aproximadamente 5:1.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el primer reticulador es trimetilolpropanotri(3-mercaptopropionato), pentaeritritol tetra(3-mercaptopropionato),
poli(etilenglicol) tetra-tiol (por ejemplo, Daniele, M.A., y otros Biomaterials 2014, 35, 1845-1856), tris[2(3-
mercaptopropioniloxi)etillisocianurato, pentaeritritol tetraquis(2-mercaptoacetato), acido tritiocianurico, o 1-tiohexitol.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el gel reticulado comprende ademas una pluralidad de grupos terminales injertados. En ciertas modalidades, la
invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde los grupos
terminales injertados se derivan de una molécula que tiene un grupo funcional tiol o una molécula que tiene un enlace
carbono-carbono insaturado.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde los grupos terminales injertados se derivan de una molécula que tiene un grupo funcional tiol o una molécula
que tiene un enlace carbono-carbono insaturado; y la molécula que tiene un grupo funcional tiol o la molécula que tiene
un enlace carbono-carbono insaturado tiene un log P de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 8,0. En ciertas
modalidades, los materiales compuestos que tienen grupos terminales injertados hidréfobos son Utiles para la
cromatografia de interaccion hidrofoba.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde la molécula que tiene un grupo funcional tiol y la molécula que tiene un enlace carbono-carbono insaturado son
sustancialmente solubles en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde los grupos terminales injertados se derivan de una molécula que tiene un grupo funcional tiol; y la molécula que
tiene un grupo funcional tiol es acido 3-mercaptopropionico, acido 1-mercaptosuccinico, un péptido que tiene un residuo
de cisteina, una proteina que tiene un residuo de cisteina (ya sea un residuo de cisteina de origen natural o un residuo
de cisteina modificado genéticamente, por ejemplo, proteina A), cisteamina, 1-tiohexitol, poli(etilenglicol) 2-acido
mercaptoetil éter acético, poli(etilenglicol) metil éter tiol, 1-tioglicerol, 2-naftalenotiol, bifenil-4-tiol, 3-amino-1,2,4-triazol-5-
tiol, 5-(trifluorometil)piridin-2-tiol, 1-[2-(dimetilamin)etil]-1H-tetrazol-5-tiol, 1-propanotiol, 1-butanotiol, 1-pentanotiol, 1-
hexanotiol, 1-octanotiol, clorhidrato de 8-amino-1-octanotiol, 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluoro-1-octanotiol, 8-
mercapto-1-octanol, o y-Glu-Cys.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde los grupos terminales injertados se derivan de una molécula que tiene un enlace carbono-carbono insaturado;
y la molécula que tiene un enlace carbono-carbono insaturado es 1-octeno, 1-hexino, 4-bromo-1-buteno, alildifenilfosfina,
alilamina, alcohol alilico, 3,4-dihidroxi-1-buteno, 7-octeno-1,2-diol, 3-aliloxi-1,2-propanodiol, acido 3-butenoico, 3,4-
deshidro-L-prolina, laurato de vinilo, 1-vinil-2-pirrolidinona, cinamato de vinilo, una acilamida, o un acrilato.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el gel reticulado comprende macroporos; y los macroporos tienen un diametro promedio de poro de
aproximadamente 10 nm a aproximadamente 3000 nm. En ciertas modalidades, el diametro de los macroporos se estima
mediante una de las técnicas descritas en la presente descripcion. En ciertas modalidades, el diametro de los macroporos
se calcula mediante porometria de flujo capilar.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el diametro promedio de poro de los macroporos es de aproximadamente 25 nm a aproximadamente 1500 nm.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el diametro promedio de poro de los macroporos es de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 1000 nm.
En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el diametro promedio de poro de los macroporos es de aproximadamente 50 nm, aproximadamente 100 nm,
aproximadamente 150 nm, aproximadamente 200 nm, aproximadamente 250 nm, aproximadamente 300 nm,
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aproximadamente 350 nm, aproximadamente 400 nm, aproximadamente 450 nm, aproximadamente 500 nm,
aproximadamente 550 nm, aproximadamente 600 nm, aproximadamente 650 nm, o aproximadamente 700 nm.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el diametro promedio de poro de los macroporos es de aproximadamente 300 nm a aproximadamente 400 nm.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el material compuesto es una membrana.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte tiene un volumen vacio; y el volumen vacio del miembro de soporte se rellena
sustancialmente con el gel reticulado macroporoso.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte comprende un polimero; el miembro de soporte tiene un grosor de aproximadamente 10
Mm a aproximadamente 1000 um; los poros del miembro de soporte tienen un diametro promedio de poro de
aproximadamente 0,1 ym a aproximadamente 25 ym. En ciertas modalidades, el miembro de soporte tiene una porosidad
en volumen de aproximadamente 40 % a aproximadamente 90 %.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte tiene un grosor de aproximadamente 10 ym a aproximadamente 1000 um. En ciertas
modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde el
miembro de soporte tiene un grosor de aproximadamente 10 ym a aproximadamente 500 ym. En ciertas modalidades, la
invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde el miembro de
soporte tiene un grosor de aproximadamente 30 ym a aproximadamente 300 um. En ciertas modalidades, la invencion se
refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde el miembro de soporte tiene un
grosor de aproximadamente 30 um, aproximadamente 50 um, aproximadamente 100 ym, aproximadamente 150 pym,
aproximadamente 200 ym, aproximadamente 250 um o aproximadamente 300 um.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde los poros del miembro de soporte tienen un diametro promedio de poro de aproximadamente 0,1 um a
aproximadamente 25 uym. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los materiales compuestos
mencionados anteriormente, en donde los poros del miembro de soporte tienen un diametro promedio de poro de
aproximadamente 0,5 ym a aproximadamente 15 uym. En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los
materiales compuestos mencionados anteriormente, en donde los poros del miembro de soporte tienen un diametro
promedio de poro de aproximadamente 0,5 um, aproximadamente 1 um, aproximadamente 2 uym, aproximadamente 3
pum, aproximadamente 4 um, aproximadamente 5 ym, aproximadamente 6 um, aproximadamente 7 um, aproximadamente
8 um, aproximadamente 9 um, aproximadamente 10 um, aproximadamente 11 um, aproximadamente 12 um,
aproximadamente 13 pym, aproximadamente 14 uym o aproximadamente 15 ym.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte tiene una porosidad en volumen de aproximadamente 40 % a aproximadamente 90 %.
En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte tiene una porosidad en volumen de aproximadamente 50 % a aproximadamente 80 %.
En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte tiene una porosidad en volumen de aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 70 % o aproximadamente 80 %.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte comprende una poliolefina.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte comprende un material polimérico seleccionado del grupo que consiste en polisulfonas,
polietersulfonas, polifenilenéxidos, policarbonatos, poliésteres, celulosa y derivados de celulosa.

En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el miembro de soporte comprende una tela fibrosa tejida o no tejida que comprende un polimero; el miembro
de soporte tiene un grosor de aproximadamente 10 um a aproximadamente 2000 ym; los poros del miembro de soporte
tienen un diametro promedio de poro de aproximadamente 0,1 um a aproximadamente 25 um; y el miembro de soporte
tiene una porosidad en volumen de aproximadamente 40 % a aproximadamente 90 %.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente,
en donde el material compuesto tiene un angulo de contacto con el agua de aproximadamente 50° a aproximadamente
120°.

Métodos de uso ilustrativos
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En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a un método de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende la etapa
de: poner en contacto a un primer régimen de flujo un primer fluido que comprende una sustancia con cualquiera de los
materiales compuestos mencionados anteriormente, con lo que se adsorbe o absorbe de esta manera una porcion de la
sustancia sobre el material compuesto.

En ciertas modalidades, el primer fluido comprende ademas un anticuerpo fragmentado, anticuerpos agregados, una
proteina de la célula huésped, un polinucleétido, una endotoxina, o un virus.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
trayectoria del flujo de fluido del primer fluido es sustancialmente a través de los macroporos del material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
trayectoria del flujo de fluido del primer fluido es sustancialmente perpendicular a los macroporos del material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas la etapa de:

poner en contacto a un segundo régimen de flujo un segundo fluido con la sustancia adsorbida o absorbida sobre el
material compuesto, para liberar de esta manera una primera porcion de la sustancia del material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la ruta
del flujo de fluido del segundo fluido es sustancialmente a través de los macroporos del material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
trayectoria del flujo de fluido del segundo fluido es sustancialmente perpendicular a los macroporos del material
compuesto.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas la etapa de:

poner en contacto a un tercer régimen de flujo un tercer fluido con la sustancia adsorbida o absorbida sobre el material
compuesto, lo que libera de esta manera una segunda porcion de la sustancia del material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
sustancia es una molécula bioldgica, ion bioldgico, virus, o particula bioldgica.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
sustancia es una molécula biolégica o ion bioldgico seleccionado del grupo que consiste en albuminas, lisozima, virus,
células, y-globulinas de origen humano y animal, inmunoglobulinas de origen humano y animal, proteinas de origen
recombinante y natural, polipéptidos de origen sintético y natural, interleucina-2 y su receptor, enzimas, anticuerpos
monoclonales, tripsina y su inhibidor, citocromo C, mioglobina, mioglobulina, a-quimotripsinégeno, interleucina humana
recombinante, proteina de fusidon recombinante, productos derivados de acidos nucleicos, ADN de origen sintético y
natural, y ARN de origen sintético y natural.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
molécula biolégica o ion biolégico es lisozima, hlgG, mioglobina, albimina de suero humano, inhibidor de la tripsina de
soja, transferrina, enolasa, ovoalbumina, ribonucleasa, inhibidor de la tripsina de huevo, citocromo c, anexina V, o a-
quimotripsinégeno.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer fluido es un tampoén. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde la concentracion del tampdn en el primer fluido es aproximadamente 5 mM, aproximadamente
10 mM, aproximadamente 15 mM, aproximadamente 20 mM, aproximadamente 25 mM, aproximadamente 30 mM,
aproximadamente 35 mM, aproximadamente 40 mM, aproximadamente 50 mM, aproximadamente 60 mM,
aproximadamente 70 mM, aproximadamente 75 mM, aproximadamente 80 mM, aproximadamente 85 mM,
aproximadamente 90 mM, aproximadamente 95 mM, aproximadamente 0,1 M, aproximadamente 0,11 M,
aproximadamente 0,12 M, aproximadamente 0,13 M, aproximadamente 0,14 M, aproximadamente 0,15 M,
aproximadamente 0,16 M, aproximadamente 0,17 M, aproximadamente 0,18 M, aproximadamente 0,19 M o
aproximadamente 0,2 M. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde el pH del primer fluido es de aproximadamente 5, aproximadamente 5,5, aproximadamente 6,
aproximadamente 6,5, aproximadamente 7, aproximadamente 7,5, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, o
aproximadamente 9.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer fluido comprende fosfato de sodio.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer fluido comprende una sal. En ciertas modalidades, lainvencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
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anteriormente, en donde la concentracion de la sal en el primer fluido es de aproximadamente 50 mM, aproximadamente
60 mM, aproximadamente 70 mM, aproximadamente 75 mM, aproximadamente 80 mM, aproximadamente 85 mM,
aproximadamente 90 mM, aproximadamente 95 mM, aproximadamente 0,1 M, aproximadamente 0,11 M,
aproximadamente 0,12 M, aproximadamente 0,13 M, aproximadamente 0,14 M, aproximadamente 0,15 M,
aproximadamente 0,16 M, aproximadamente 0,17 M, aproximadamente 0,18 M, aproximadamente 0,19 M,
aproximadamente 0,2 M, aproximadamente 0,25 M, o aproximadamente 0,3 M. En ciertas modalidades, la invencion se
refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la sal es cloruro de sodio.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
concentracion de la sustancia en el primer fluido es de aproximadamente 0,2 mg/mL a aproximadamente 10 mg/mL. En
ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
concentracion de la sustancia en el primer fluido es de aproximadamente 0,2 mg/mL, aproximadamente 0,3 mg/mL,
aproximadamente 0,4 mg/mL, aproximadamente 0,5 mg/mL, aproximadamente 0,6 mg/mL, aproximadamente 0,7 mg/mL,
aproximadamente 0,8 mg/mL, aproximadamente 0,9 mg/L, aproximadamente 1 mg/mL, aproximadamente 1,2 mg/mL,
aproximadamente 1,4 mg/mL, aproximadamente 1,6 mg/mL, aproximadamente 1,8 mg/mL, aproximadamente 2 mg/mL,
aproximadamente 3 mg/mL, aproximadamente 4 mg/mL, aproximadamente 5 mg/mL, aproximadamente 6 mg/mL,
aproximadamente 7 mg/mL, aproximadamente 8 mg/mL, aproximadamente 9 mg/mL, o aproximadamente 10 mg/mL.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer régimen de flujo es de aproximadamente 3 volumenes de membrana (MV)/min a aproximadamente 70 MV/min. En
ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer
régimen de flujo es de aproximadamente 5 MV/min a aproximadamente 30 MV/min. En ciertas modalidades, la invencion
se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de
aproximadamente 10 MV/min a aproximadamente 20 MV/min. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera
de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de aproximadamente 10 MV/min,
aproximadamente 11 MV/min, aproximadamente 12 MV/min, aproximadamente 13 MV/min, aproximadamente 14 MV/min,
aproximadamente 15 MV/min, aproximadamente 16 MV/min, aproximadamente 17 MV/min, aproximadamente 18 MV/min,
aproximadamente 19 MV/min, o aproximadamente 20 MV/min.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 50 L/min. En ciertas modalidades, la
invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de
aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 25 L/min. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera
de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a
aproximadamente 10 L/min. En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en el que el primer régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 1 L/min. En
ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer
régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 0,5 L/min. En ciertas modalidades, la invencion
se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de
aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 100 mL/min. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de aproximadamente 0,5
mL/min a aproximadamente 10 mL/min. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en donde el primer régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente
2 mL/min. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en
donde el primer régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min, aproximadamente 0,6 mL/min, aproximadamente
0,7 mL/min, aproximadamente 0,8 mL/min, aproximadamente 0,9 mL/min, aproximadamente 1 mL/min, aproximadamente
1,1 mL/min, aproximadamente 1,2 mL/min, aproximadamente 1,3 mL/min, aproximadamente 1,4 mL/min,
aproximadamente 1,5 mL/min, aproximadamente 1,6 mL/min, aproximadamente 1,7 mL/min, o aproximadamente 1,8
mL/min.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
segundo fluido es un tampdn. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde el segundo fluido comprende glicina-HCI o citrato de sodio. En ciertas modalidades, la invencion
se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo fluido comprende glicina-HCI o
citrato de sodio en una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 2 M. En ciertas modalidades, la
invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo fluido comprende
glicina-HCI o citrato de sodio en aproximadamente 5 mM, aproximadamente 10 mM, aproximadamente 20 mM,
aproximadamente 30 mM, aproximadamente 40 mM, aproximadamente 50 mM, aproximadamente 60 mM,
aproximadamente 70 mM, aproximadamente 80 mM, aproximadamente 90 mM, aproximadamente 100 mM,
aproximadamente 125 mM, aproximadamente 150 mM, aproximadamente 200 mM, aproximadamente 300 mM, o
aproximadamente 400 mM.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el pH
del segundo fluido es de aproximadamente 2 a aproximadamente 8. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el pH del segundo fluido es aproximadamente 2,
aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4, aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3,
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aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,8, aproximadamente 4,
aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,8, aproximadamente 5,
aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,7,
aproximadamente 5,8, aproximadamente 5,9, aproximadamente 6, aproximadamente 6,1, aproximadamente 6,2,
aproximadamente 6,3, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,7,
aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1, aproximadamente 7,2,
aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,7,
aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9, o aproximadamente 8,0.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
segundo régimen de flujo es de aproximadamente 3 volumenes de membrana (MV)/min a aproximadamente 70 MV/min.
En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
segundo régimen de flujo es de aproximadamente 5 MV/min a aproximadamente 30 MV/min. En ciertas modalidades, la
invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es
de aproximadamente 10 MV/min a aproximadamente 20 MV/min. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es de aproximadamente
10 MV/min, aproximadamente 11 MV/min, aproximadamente 12 MV/min, aproximadamente 13 MV/min, aproximadamente
14 MV/min, aproximadamente 15 MV/min, aproximadamente 16 MV/min, aproximadamente 17 MV/min, aproximadamente
18 MV/min, aproximadamente 19 MV/min, o aproximadamente 20 MV/min.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
segundo régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 50 L/min. En ciertas modalidades, la
invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es
de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 25 L/min. En ciertas modalidades, la invenciéon se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es de aproximadamente
0,5 mL/min a aproximadamente 10 L/min. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a
aproximadamente 1 L/min. En ciertas modalidades, la invencioén se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 0,5 L/min.
En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
segundo régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 100 mL/min. En ciertas modalidades,
la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es
de aproximadamente 0,5 mL/min a aproximadamente 10 mL/min. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es de aproximadamente
0,5 mL/min a aproximadamente 2 mL/min. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en donde el segundo régimen de flujo es de aproximadamente 0,5 mL/min, aproximadamente
0,6 mL/min, aproximadamente 0,7 mL/min, aproximadamente 0,8 mL/min, aproximadamente 0,9 mL/min,
aproximadamente 1 mL/min, aproximadamente 1,1 mL/min, aproximadamente 1,2 mL/min, aproximadamente 1,3 mL/min,
aproximadamente 1,4 mL/min, aproximadamente 1,5 mL/min, aproximadamente 1,6 mL/min, aproximadamente 1,7
mL/min, o aproximadamente 1,8 mL/min.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas las etapas de:

limpiar el material compuesto; y

repetir las etapas mencionadas anteriormente.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
material compuesto se limpia con una solucién basica. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los
métodos mencionados anteriormente, en donde el material compuesto se limpia con un cuarto fluido; y el cuarto fluido
comprende hidréxido de sodio.

En ciertas modalidades, la invenciéon se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
sustancialmente la totalidad de la sustancia se adsorbe o absorbe en el material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método, que comprende la etapa de:

poner en contacto a un primer régimen de flujo un primer fluido que comprende una sustancia y un material no deseado
con cualquiera de los materiales compuestos mencionados anteriormente, con lo que se adsorbe o absorbe de esta
manera una porcion del material no deseado sobre el material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
material no deseado comprende un anticuerpo fragmentado, anticuerpos agregados, una proteina de la célula huésped,
un polinucleétido, una endotoxina, o un virus.

En ciertas modalidades, la invenciéon se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
sustancialmente la totalidad del material no deseado se adsorbe o absorbe en el material compuesto.
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En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
trayectoria del flujo de fluido del primer fluido es sustancialmente a través de los macroporos del material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
sustancia es una molécula biolégica o ion biolégico.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
molécula bioldgica o ion biolégico se selecciona del grupo que consiste en albuminas, lisozima, virus, células, y-globulinas
de origen humano y animal, inmunoglobulinas de origen humano y animal, proteinas de origen recombinante o natural,
polipéptidos de origen sintético y natural, interleucina-2 y su receptor, enzimas, anticuerpos monoclonales, tripsina y su
inhibidor, citocromo C, mioglobina, mioglobulina, a-quimotripsindgeno, interleucina humana recombinante, proteina de
fusion recombinante, productos derivados de acidos nucleicos, ADN de origen sintético y natural, y ARN de origen sintético
y natural.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
molécula biolégica o ion biolégico es lisozima, hlgG, mioglobina, albimina de suero humano, inhibidor de la tripsina de
soja, transferrina, enolasa, ovoalbimina, ribonucleasa, inhibidor de la tripsina de huevo, citocromo c, anexina V, o a-
quimotripsinégeno.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer fluido es un sobrenadante de cultivo celular clarificado.

Métodos de fabricacion ilustrativos

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método para fabricar un material compuesto de acuerdo con la
reivindicacion 11.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método para fabricar un material compuesto, que comprende las
etapas de:

combinar un primer monémero, un segundo monémero, un primer reticulador, un fotoiniciador, y un primer solvente,
formando de esta manera una mezcla monomeérica; en donde el primer monémero comprende dos grupos funcionales
tiol; el segundo monémero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono; y el primer reticulador comprende (i) al
menos tres grupos funcionales tiol, (ii) al menos tres dobles enlaces carbono-carbono, (iii) al menos dos triples enlaces
carbono-carbono, o (iv) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono;

poner en contacto un miembro de soporte con la mezcla monomérica, formando de esta manera un miembro de soporte
modificado; en donde el miembro de soporte comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro
de soporte, y el diametro promedio de poro de los poros es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 pm;
recubrir el miembro de soporte modificado con una lamina polimérica, formando de esta manera un miembro de soporte
recubierto; y

irradiar el miembro de soporte recubierto por un periodo de tiempo, formando de esta manera un material compuesto.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas la etapa de lavar el material compuesto con un segundo solvente, formando de esta manera un material
compuesto lavado. En ciertas modalidades, el segundo solvente es agua.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas la etapa de eliminar cualquier exceso de mezcla monomérica del miembro de soporte recubierto.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
material compuesto es cualquiera de los materiales compuesto mencionados anteriormente.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
mezcla monomérica comprende ademas una pluralidad de precursores de grupos terminales; y los precursores de grupos
terminales son moléculas que tienen un grupo funcional tiol o moléculas que tienen un enlace carbono-carbono insaturado.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, que comprende
ademas las etapas de:

poner en contacto el material compuesto con una mezcla que comprende un fotoiniciador y una pluralidad de precursores
de grupos finales, formando de esta manera una mezcla de injerto; en donde los precursores de grupos finales son
moléculas que tienen un grupo funcional tiol o moléculas que tienen un enlace carbono-carbono insaturado; e

irradiar la mezcla de injerto por un periodo de tiempo, formando de esta manera un material compuesto modificado.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
precursor del grupo final tiene un log P de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 8,0.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
precursor del grupo final es sustancialmente soluble en DMAc o DPMA, o una mezcla de estos.
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En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
precursor del grupo final es una molécula que tiene un grupo funcional tiol; y la molécula que tiene un grupo funcional tiol
es acido 3-mercaptopropionico, acido 1-mercaptosuccinico, un péptido que tiene un residuo de cisteina, una proteina que
tiene un residuo de cisteina, cisteamina, 1-tiohexitol, poli(etilenglicol) 2-acido mercaptoetil éter acético, poli(etilenglicol)
metil éter tiol, 1-tioglicerol, 2-naftalenotiol, bifenil-4-tiol, 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiol, 5-(trifluorometil)piridin-2-tiol, 1-[2-
(dimetilamino)etil]-1H-tetrazol-5-tiol, 1-propanotiol, 1-butanotiol, 1-pentanotiol, 1-hexanotiol, 1-octanotiol, clorhidrato de 8-
amino-1-octanotitiol, 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluoro-1-octanotiol, 8-mercapto-1-octanol, o y-Glu-Cys.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
precursor del grupo final se deriva de una molécula que tiene un enlace carbono-carbono insaturado; y la molécula que
tiene un enlace carbono-carbono insaturado es 1-octeno, 1-hexino, 4-bromo-1-buteno, alildifenilfosfina, alilamina, alcohol
alilico, 3,4-dihidroxi-1-buteno, 7-octeno-1,2-diol, 3-aliloxi-1,2-propanodiol, acido 3-butenoico, 3,4-deshidro-L-prolina,
laurato de vinilo, 1-vinil-2-pirrolidinona, cinamato de vinilo, una acilamida, o un acrilato.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
relacion de grupos tiol reactivos respecto a los grupos alqueno reactivos (donde un grupo alquino es equivalente a dos
grupos alqueno) en la mezcla monomérica es de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 2:1, por ejemplo,
aproximadamente 1:10, aproximadamente 1:9, aproximadamente 1:8, aproximadamente 1:7, aproximadamente 1:6,
aproximadamente 1:5, aproximadamente 1:4, aproximadamente 1:3, aproximadamente 1:2, aproximadamente 1:1 o
aproximadamente 2:1.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer monémero esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 5 % a aproximadamente
25 % en peso de la mezcla monomérica. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en donde el primer mondmero esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 20 % en peso de la mezcla monomérica.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
segundo mondmero esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0,1 % a
aproximadamente 20 % en peso de la mezcla monomérica.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer reticulador esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 1 % a aproximadamente
20 % en peso de la mezcla monomérica.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
fotoiniciador esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 2
% en peso de la mezcla monomeérica.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
fotoiniciador es benzoina o un éter benzoinico, benzofenona, una dialcoxiacetofenona, 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona,
oxido de difenil(2,4,6-trimetilbenzoilo)fosfina, una hidroxialquilfenona, 1-hidroxi-ciclohexil-fenil-cetona,  4-(2-
hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona, 1-[4-(2-hidroxietoxi)-fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propano-1-ona, 2-hidroxi-1-[4-
(2-hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-propanona, un éster sulfénico de a-hidroximetil benzoina, 2-hidroxi-2-metilpropiofenona,
acilfospinato de litio o 2-metil-1-[4-(metiltio)fenil]-2-(4-morfolinil)-1-propanona, 4,4'-azobis(acido 4-cianovalerico) (ACVA),
0 una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
primer solvente comprende N,N'-dimetilacetamida (DMAc), (+)-1,3-butanodiol (Budiol), acetato de di(propilenglicol)metil
éter (DPMA), agua, di(propilenglicol) dimetil éter (DPM), di(propilenglicol) propil éter (DPGPE), di(propilenglicol) metil éter
(DPGME), tri(propilenglicol) butil éter (TPGBE), 3-metil-1,3-butanodiol, 3,3-dimetil-1,2-butanodiol, 3-metoxi-1-butanol,
dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol, di(etilenglicol), tri(etilenglicol), tetra(etilenglicol), hexilenglicol, dodecilsulfato de
sodio, o N,N-dimetilformamida (DMF), o una mezcla de estos.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la
N,N'-dimetilacetamida (DMAc) esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a
aproximadamente 70 % en peso de la mezcla monomérica. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera
de los métodos mencionados anteriormente, en donde la N,N-dimetilacetamida (DMAc) esta presente en la mezcla
monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a aproximadamente 50 % en peso de la mezcla monomérica. En
ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde la N, N*-
dimetilacetamida (DMAc) esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a
aproximadamente 70 % en peso de los solventes totales. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de
los métodos mencionados anteriormente, en donde la N,N-dimetilacetamida (DMAc) esta presente en la mezcla
monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a aproximadamente 50 % en peso de los solventes totales.
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En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el (+)-
1,3-butanodiol (Budiol) esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a
aproximadamente 50 % en peso de la mezcla monomérica. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera
de los métodos mencionados anteriormente, en donde el (+)-1,3-butanodiol (Budiol) esta presente en la mezcla
monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a aproximadamente 50 % en peso del total solventes.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
acetato de di(propilenglicol)metil éter (DPMA) estd presente en la mezcla monomérica en una cantidad de
aproximadamente 0 % a aproximadamente 60 % en peso de la mezcla monomérica. En ciertas modalidades, la invencion
se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el acetato de di(propilenglicol)metil éter
(DPMA) esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a aproximadamente 60 % en
peso de los solventes totales.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
agua esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a aproximadamente 50 % en
peso de la mezcla monomérica. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde el agua esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad de aproximadamente 0 % a
aproximadamente 30 % en peso de la mezcla monomérica. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a cualquiera
de los métodos mencionados anteriormente, en donde el agua esta presente en la mezcla monomérica en una cantidad
de aproximadamente 0 % a aproximadamente 30 % en peso de los solventes totales.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
miembro de soporte recubierto se irradia a aproximadamente 350 nm.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
periodo de tiempo es de aproximadamente 1 minuto, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos,
aproximadamente 15 minutos, aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 45
minutos, o aproximadamente 1 hora.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
material compuesto comprende macroporos.

En ciertas modalidades, la invencién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el
diametro promedio de poro de los macroporos es menor que el diametro promedio de poro de los poros.

Ejemplificacion

Los siguientes ejemplos se proporcionan con propésitos ilustrativos. Sin embargo, se entendera que los detalles
especificos dados en cada ejemplo se seleccionaron con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del
alcance de la descripcion. En general, los experimentos se realizaron en condiciones similares a menos que se sefale lo
contrario.

Materiales y métodos generales
Compuestos quimicos:

2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), 1,4-ditioeritritol (DTT), pentaeritritol tetraquis(3-mercaptopropionato) (PETM), 1,3,5-
trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO), tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV), 1,7-octadiino (OctDi), (+)-N,N*-
dialiltartramida (DATA), 1-tioglicerol (TG), 1-octanotiol, N,N-dimetilacetamida (DMAc), (z)-1,3-butanodiol (Budiol), acetato
de di(propilenglicol)metil éter (DPMA), etilenglicol (EG), dietilenglicol (DEG), trietilenglicol (TEG), tetraetilenglicol (TetEG),
hexilenglicol, isopropanol, dodecil sulfato de sodio (SDS), 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE
2959), 4,4'-azobis(acido 4-cianovalerico) (ACVA), clorhidrato de cisteamina, 2-mercaptoetanol, acido mercaptosuccinico,
fosfato de sodio monobasico monohidrato, fosfato de potasio dibasico, fosfato de potasio monobasico, trihidratos de
acetato de sodio, acido acético glacial, granulos de hidréxido de sodio, glicina, acido citrico, y D-(+)-trehalosa deshidratada
se obtuvieron de Aldrich.

Proteinas:

rProteina A-cys se obtuvo de Biomedal SL (Sevilla, Espafia). La inmunoglobulina policlonal IgG se obtuvo de Equitech-
Bio Inc. (Kerrville, TX, EE. UU.).

Preparacién de la membrana:
El(Los) reticulador(es) y los mondmeros (excepto los monémeros funcionalizados con tiol, que se afiadieron 10 min antes

del moldeo) se afiadieron con el fotoiniciador (Irgacure 2959) a una mezcla de solvente, y la mezcla se agito el tiempo
suficiente para disolver todos los componentes. Se colocé una lamina de sustrato de soporte poroso de 7" x 8" previamente
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pesada (malla de polipropileno no tejida) sobre una lamina de polietileno, después se vertieron -15 g de la solucién de
polimero en la lamina de sustrato. El sustrato impregnado se recubrié subsecuentemente con otra lamina de polietileno.
La lamina se presiond suavemente con un movimiento circular a mano para eliminar el exceso de solucion y cualquier
burbuja de aire atrapada. El proceso de polimerizacion se inicié al irradiar con luz UV (~350 nm) la solucion de
polimero/sustrato intercalado entre laminas de polietileno en una camara cerrada por 10 min. La membrana resultante se
retird después de entre las laminas de polietileno y se sometio a ciclos de lavado extensos que implicaron periodos de
remojo de 20-30 minutos en agua purificada (RO) (2-3 veces) con agitacion. Las membranas limpias se secaron al
colgarlas libremente en el aire a temperatura ambiente durante ~ 16 horas.

Ganancia de masa, humectacion, y permeabilidad de membranas compuestas

Se midio el peso de la membrana seca y se us6 para calcular la ganancia de masa. La humectacion de la membrana
también se determiné mediante la distribucion de una gota de 50 L de agua destilada en la superficie de la membrana y
mediante la medicion del tiempo requerido para que la gota sea absorbida dentro de la membrana. Para estimar la
permeabilidad de la membrana, se determind el flujo de cada membrana mediante el uso de agua RO (o tampén de
acetato pH 5) y una muestra de membrana de 7,7 cm de diametro, mediante el uso de una presion aplicada de 100 kPa.

Para estimar la permeabilidad de la membrana, se determiné el flujo de agua RO (o tampdn acetato 132 mM pH 5) como
fase movil a través de cada membrana. Las membranas se remojaron previamente en el fluido de prueba durante al
menos 10 minutos antes de la prueba, se purgaron con ~300 mL de liquido de prueba, después se determiné la cantidad
de liquido de prueba que pasa bajo una presién aplicada de 100 kPa a través de un cupdn de membrana circular de 7,7
cm de diametro (con 7,3 cm de diametro real disponible). El flujo se expresa en la cantidad de liquido por area de superficie
por tiempo (kg/m2h).

Imagen de estructura porosa:

Para probar la estructura del gel y la porosidad, se us6 microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM) para obtener
imagenes de la membrana en estado hiumedo. Un pequefio cupdn (~7x5 mm) se humedecié mediante la inmersion en
agua destilada durante 10-15 minutos y después se examin6 mediante el uso de un instrumento de ESEM (FEI Quanta
FEG 250 ESEM). La muestra se colocé en una etapa de enfriamiento para ajustar la temperatura a 5 °C, y la imagen se
examinod a un nivel de baja presion (4,5-5,5 torr) y 50-55 % de humedad relativa.

Para probar la estructura de la membrana en estado seco, se us6 el microscopio electronico de barrido Tescan Vega Il
LSU (SEM) (Tescan, PA, EE. UU.) para obtener imagenes de membranas recubiertas de oro con un voltaje establecido
de 10-20 kV.

Mediciones del tamafio de poro:

El tamafio de poro de la membrana (diametro) se midi6 mediante el uso de un porémetro de flujo capilar CFP-1500-AE
(Porous Materials Inc., Ithaca, NY), operado por el software CapWin (V.6).

Se remojo un pequefio disco de membrana (2,5 cm de diametro) en liquido humectante Galwick® (Porous Materials Inc.,
tension superficial = 15,9 dinas/cm) durante 10 min, después se apretd suavemente entre dos discos de papel de filtro
previamente humedecidos (Whatman 5 - 70 mm) para eliminar el exceso de solucion, y el grosor de la membrana
humedecida se determiné mediante el uso de un micrémetro. El disco de membrana se colocé después sobre un disco
de soporte de malla de acero inoxidable de 2,5 cm. El disco de soporte cargado con la membrana de prueba se coloco
en el soporte designado, con la membrana hacia arriba. El recubrimiento de metal se coloco después suavemente sobre
el soporte y la prueba se realizé dentro del intervalo de presion de 0-200 psi.

Protocolo de acoplamiento para conjugar el ligando de proteina A a la membrana clic de alqueno:

Para examinar la viabilidad de unir quimicamente biomoléculas (con funcionalidad tiol) a las membranas de alqueno
mediante una reaccion de clic de hidrotiolacion, un ligando de proteina A disefiado que contiene un residuo de cisteina se
acoplo a la(s) membrana(s) de alqueno (de diferentes férmulas quimicas) y se examiné la bioactividad del ligando
inmovilizado.

El polvo liofilizado de ligando de proteina A (r-proteina A-cys) se disolvié en PBS (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,15 M,
pH 7,4) para preparar una solucién madre de 50 mg/mL. Para preparar una solucion de acoplamiento para cada
membrana, se transfirieron 0,4 mL de solucion madre de ligando a una pequefa bolsa de plastico con cierre de cremallera
(5x8 cm), a la que se afiadieron 1,6 mL de tampon fosfato 2 M (pH 7,2) y después 50 uL de iniciador (se afadi6 4,4'-
azobis(acido 4-cianovalerico), ACVA) en DMAc (150 mg/mL). La solucion de reaccion se mezclé bien. La solucion de
reaccion final tenia un volumen de ~2,0 mL y contenia aproximadamente 20 mg de ligando y aproximadamente 7,5 mg
de iniciador.

Alternativamente, se disolvio ACVA en el tampdn de reaccion (fosfato 2 M, pH 7,2) a una concentracion de 5 mg/mL para
evitar el uso de DMAc. Para el experimento con bajo contenido de sal, €l iniciador se disolvié en fosfato 0,5 M a una
concentracion de 7,5 mg/mL.
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A la bolsa cargada con reactivos de acoplamiento, se afiadié un cupon de membrana de 4x7 cm (previamente humedecido
en agua). La bolsa se agit6 durante un minuto, después se irradié con luz UV (~365 nm) por 10 minutos. Una vez
completada la irradiacion, la solucion de acoplamiento se decantd, después se afiadieron 15-20 mL de soluciéon tampon
de lavado (fosfato 0,1 M, pH 7,2) y la membrana se coloco en el agitador durante 10-15 minutos. El ciclo de lavado se
repitio tres veces, después de lo cual la membrana: (i) se transfiri6 a 8 mL de solucion de trehalosa (10 % en peso), se
agité durante 10-15 minutos, y se secé en un horno (50 °C) durante 20-30 minutos; o (ii) se almacenaron en tampdn
fosfato 0,1 M.

Para el acoplamiento en presencia de aditivos, el ACVA se disolvié en fosfato de potasio 0,5 M (pH 7,2) para obtener una
solucion con una concentracion de 7,5 mg/mL. El ligando de proteina A se disolvié en tampdn de fosfato de sodio 20 mM
(pH 7,2) para fabricar una solucién madre de 50 mg/mL. En cada una de las tres bolsas pequefias (5x8 cm), se mezclaron
0,25 mL de solucién madre de ligando con 0,25 mL de solucién de iniciador y se afiadieron 50 pL de un aditivo (cisteamina-
HCI a la bolsa de reaccion B, y 1-mercaptoetanol a la bolsa de reaccion C).

Después de mezclar bien las soluciones de reaccioén, se colocé un disco de membrana de 25 mm de diametro en cada
bolsa y las bolsas de reaccion se agitaron bien, después se irradiaron con luz UV por 10 minutos. La solucién de reaccion
se decantd, después los cupones de membrana se lavaron tres veces mediante el uso de tampén de fosfato de sodio 0,1
M (pH 7,2) y se agit6 durante 10-15 minutos. Los cupones de membranas compuestas se almacenaron en tampon (fosfato
de sodio 0,1 M, pH 7,2) y se probd su bioafinidad con la proteina IgG, como se describié anteriormente.

Densidad de ligando de proteina A en membranas compuestas:

Para medir la densidad del ligando de proteina A en la membrana acoplada, se determiné la cantidad de proteina no
acoplada, que permanecio después de la reaccion de acoplamiento, y se restd de la cantidad total de ligando para obtener
la cantidad de ligando acoplado, después se dividié por el volumen de la membrana (mL) para expresar la densidad en
mg de ligando por mL de membrana.

Para determinar la cantidad de proteina A en solucién, se hicieron una serie de soluciones de proteina en tampon fosfato
0,1 M (pH 7,2), se midio la absorbancia a 280 nm para cada una, y se construyd una curva de calibracion a partir de la
cual se determiné la pendiente.

Para formulas de membranas seleccionadas, se cortaron cupones de 4 cm x 7 cm y se midieron sus grosores, a partir de
los cuales se calcul6 el volumen. La reaccion de acoplamiento se llevd a cabo como se describe anteriormente, y se
cargaron 20 mg a cada reaccion de acoplamiento en la membrana, individualmente. Cuando se completé la reaccion UV,
la solucion de reaccion se recolectd en un tubo, después se afiadieron 3-5 mL de tampon fosfato 0,1 M a la bolsa de
reaccion y se usaron para lavar la membrana con agitacion por 20-25 minutos, después la solucion resultante se afadio
al tubo de recoleccion.

El ciclo de lavado se repitié dos veces mas, después se midié la absorbancia de la solucién final y se calculd la cantidad
de proteina no acoplada mediante el uso de la pendiente de la curva de calibracion. La cantidad de ligando acoplado se
determiné al tomar la diferencia entre las cantidades totales reaccionadas y no acopladas.

Modificacién quimica pospolimerizacion con grupos carboxilato:

Se sintetizaron membranas adicionales y después se modificaron mediante la explotacion de la reaccion clic para injertar
acido 1-mercaptosuccinico con membranas de alquenos para introducir grupos carboxilato en la cadena principal del
polimero.

Por ejemplo, se corté un cupdn que tenia un diametro de 7,7 cm de una membrana que comprendia una pluralidad de
grupos alquenos funcionales y se midio el flujo (flujo inicial). El cupdn se transfirié después a una bolsa de plastico.

Para estas membranas, la reaccion de injerto se realizd en condiciones acuosas. El acido mercaptosuccinico se disolvié
en 6 mL de agua desionizada, después se afiadieron 0,3 mL de solucion iniciadora de ACVA (150 mg/mL en DMACc). La
solucion de reaccién se mezclo bien, después se afiadio a la bolsa y se mezclé con el cupdn de membrana. Esta mezcla
se irradio después en una camara de UV (aprox. 350 nm) por 10 minutos.

Después de la exposicién a la luz UV, los cupones de membrana se retiraron de la bolsa y cada cupdn se enjuagé dos
veces con 20 mL de agua, después dos veces con 20 mL de solucion de NaOH 0,1 M, y finalmente se enjuagé dos veces
con 20 mL de agua. Se determind el flujo de agua RO vy el flujo de la solucién tampdn de acetato de la membrana, después
se corté un disco pequefio (25 mm de diametro) y se uso para determinar la capacidad de unién de IgG por intercambio
catiénico (CEX).

Modificacién quimica pospolimerizacion con ligandos hidréfobos para generar membranas de cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC)
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Se fabricaron membranas representativas que contenian alqueno como se describié anteriormente, después se colocaron
cupones pequenfios (4 x 7 cm cada uno) individualmente en pequefas bolsas de plastico con cremallera, cada una cargada
con 3 mL de dimetilacetamida (DMAc) que contenian 120 mg de 1-octanotiol y 10 mg de fotoiniciador (ACVA). Las bolsas
de reaccion (con cupones de membrana) se transfirieron a una camara de UV cerrada y se irradiaron con luz UV por 10
minutos. Las membranas se enjuagaron dos veces con 10 mL de DMAc, después se enjuagaron una vez con 10 mL de
isopropanol al 30 % en agua, después se enjuagaron dos veces con 10 mL de agua. Los cupones de membrana se
retiraron y se secaron en el horno (40 °C) por 10-15 minutos.

Medicién de la capacidad de unién:
Capacidad de union de IgG por bioafinidad

Se colocoé un disco de membrana de 25 mm de diametro en un soporte de acero inoxidable Natrix (SS) de 25 mm. Se
pasaron 20 mL de tampdn de unién (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) para equilibrar (~ 160-200 volumen
de lecho/min). En la etapa de unién, se pasaron 0,5 mg/mL de IgG policlonal en tampdn de unién a una velocidad de flujo
de 1 mL/min hasta que la absorbancia a UV del efluente excedié el 10 % de la solucion de alimentacion, y después se
pasaron 10-15 mL de tampon para eliminar la proteina no unida a una velocidad de flujo de 2 mL/min. En la etapa de
elucion, la IgG unida se eluy6 mediante el pase de 10-14 mL de tampdn de elucion (glicina-HCI 0,1 M o citrato de sodio
0,1 M, ambos a pH 3) a un régimen de flujo de 2 mL/min.

Capacidad de union de IgG por intercambio cationico

Se colocd un disco de membrana de 25 mm en un soporte Natrix-SS de 25 mm y se pasaron 20 mL de tampdn de union
(acetato de sodio 132 mM, pH 5,0) para lograr el equilibrio. Después se paso la solucién de proteina (0,5 mg/mL de IgG
policlonal humana (Equitech-Bio Inc.) en tampdn de unién) hasta que la absorbancia a UV del efluente excedié el 10 %
de la solucion de alimentacion, y después se pasaron 10-15 mL de tampédn a través de la celda para lavar la proteina no
unida. En la etapa de elucion, la IgG unida se eluy6 mediante el pase de 10 mL de tampdn de elucién (acetato de sodio
132 mM, NaCl 1 M, pH 5,0; o Tris 50 mM, NaCl 0,5 M, pH 8,5).

Capacidad de union de IgG en modo de interaccion hidréfoba

Se colocd un disco de membrana de 25 mm en un soporte Natrix-SS de 25 mm y se pasaron 20 mL de tampdn de union
(fosfato de sodio 50 mM, sulfato de amonio 1 M, pH 6,5) para lograr el equilibrio. Después, se pasé una solucién de
proteina (0,5 mg/mL de IgG policlonal humana (Equitech-Bio Inc.) en tampdn de union) hasta que la absorbancia a UV
del efluente excedié el 10 % de la solucion de alimentacion. Posteriormente, se pasaron 15-20 mL de tampén a través de
la celda para lavar la proteina no unida. En la etapa de elucion, la IgG unida se eluyé mediante el pase de 10 mL de
tampon de elucion (fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0).

Modificacién quimica pospolimerizacion con grupos carboxilato:

Las membranas seleccionadas se modificaron mediante la explotacion de la reaccién clic para injertar acido 1-
mercaptosuccinico con membranas de alquenos para introducir grupos carboxilato en la cadena principal del polimero.
Para cada membrana, se cortd un cupon que tenia un diametro de 7,7 cm y se midio el flujo (flujo inicial). El cupon se
transfirid después a una bolsa de plastico.

Para la modificacion en N,N'-dimetilacetamida (DMAc), se prepard una solucion de reaccion mediante la disolucion de 0,3
g de acido 1-mercaptosuccinico en 6 mL de DMAc. Después, se afiadieron 0,3 mL de solucién de iniciador de ACVA (150
mg/mL en DMAC) a la solucion de tiol. Finalmente, la solucion de reaccion completa se afiadié a la bolsa de reaccion que
contiene la membrana.

Para las condiciones de reaccién acuosas, se usaron 6 mL de agua desionizada en lugar de DMAc para disolver el acido
mercaptosuccinico y se afiadieron 0,3 mL de solucion de iniciador de ACVA (150 mg/mL en DMACc).

La bolsa se agit6 bien para garantizar la impregnacion completa de la membrana con la solucién de reaccién, después se
irradio con luz (~365 nm) por 10 minutos, después de lo cual se desechd la solucién de reaccion. Se afiadieron 20 mL de
agua a la bolsa y la membrana se lavd con agitacion por 10 minutos. La solucién de lavado se desechd y se afiadieron
otros 20 mL de agua y se repitio el ciclo. La membrana se lavé dos veces mas con NaOH 0,1 M (20 mL, 10 min cada uno).
Finalmente, la membrana se lavé dos veces mas con agua, y se determind el flujo de la membrana (después del flujo).

Ejemplo 1 - Formulacién con comondémero de TEGDV
En ciertas modalidades, se incluye un comonémero hidréfilo para ayudar a ajustar la permeabilidad de la membrana.
En esta clase de formulacion de membrana, el monémero de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET) y el tri(etilenglicol) divinil

éter (TEGDV), como comondémero, se usaron como monoémeros de construccion y la 1,3,5-trialilil-1,3,5-triazin-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) como reticulador. El sistema de solvente incluyd N,N-dimetilacetamida (DMAc), (+)-
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1,3-butanodiol (Budiol), acetato de di(propilenglicol) metil éter (DPMA) y agua en cantidades variables. Se usé 4-(2-
hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959) como fotoiniciador para iniciar la reaccion de radicales de
polimerizacion.

Las mezclas de reaccidon a base de estos ingredientes se formularon de acuerdo con los datos tabulados y todos los
componentes se afiadieron y se mezclaron bien, excepto el ditiol que se afiadié 10-15 minutos antes del moldeo (para
evitar cualquier polimerizacion prematura iniciada por la luz ambiental). Las membranas se moldearon y polimerizaron
como se describid anteriormente. Se determind la ganancia de masa y el tiempo de humectacién y se midi6 el flujo inicial
del cupdén de cada membrana (7,7 cm de diametro) mediante el uso de agua RO.

Los resultados (como se muestra en la Figura 1) muestran que es posible fabricar membranas de diversas relaciones de
alquenoltiol y permeabilidad versatil, como lo indica el flujo de agua. Los resultados también muestran que el sistema de
solvente puede usarse para ayudar a ajustar la porosidad de la membrana y, como resultado, la permeabilidad de la
membrana. Por ejemplo, aumentar el contenido de 1,3-butanodiol al tiempo que disminuye el contenido de acetato de
di(propilenglicol) metil éter (DPMA) en la formula aumenté el flujo de membrana (Férmulas CLK-EN-12 vs. CLK-EN-17 y
CLK-EN- 90 vs. CLK-EN-81). Los resultados también muestran que la sustitucion del reticulador (TATATO) con el extensor
divinil trietilenglicol disminuyé el flujo de membrana (Férmulas CLK-EN-12 vs. CLK-EN-16).

Si bien no se desea estar sujeto a ninguna teoria en particular, el 1,3-butanodiol puede considerarse no solvente para la
cadena polimérica y, por lo tanto, tiende a aumentar la porosidad del gel durante la etapa de polimerizacién. Como
resultado, aumenta la permeabilidad (expresada en flujo de agua). EI DPMA puede desempefiar la misma funcion.

Ejemplo 2 - Formulacién con comonémero de TEGDV - Efecto de la concentracion de iniciador

En este ejemplo, se examinaron los efectos de la concentracion de fotoiniciador en el proceso de polimerizacion y las
propiedades de membrana resultantes. Similar a la clase anterior, se usaron el monémero de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol
(EDDET), y el comondémero de tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV), y el reticulador 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO). El sistema de solvente incluyd N,N-dimetilacetamida (DMAc), (+)-1,3-butanodiol
(Budiol), acetato de di(propilenglicol) metil éter (DPMA), y agua en cantidades variables.

La cantidad del fotoiniciador 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959) se vari6, de acuerdo con
la Figura 2 para dos conjuntos de reacciones de polimerizacion, uno a 10 minutos de tiempo de polimerizacion (CLK -EN-
27 y CLK-EN-45) y el otro (CLK-EN-137 a 140) a los 6 minutos de tiempo de polimerizacion. Se examindé el tiempo de
polimerizacién mas corto para permitir una mejor discriminacion, basada en la cantidad de iniciador, de las propiedades
de membrana resultantes porque la reaccion clic de hidrotiolacién es una reaccioén rapida.

Los resultados, como se muestra en la Figura 2, sugieren que la cantidad de iniciador tiene un efecto sobre la
permeabilidad de la membrana. El flujo tiende a disminuir a medida que aumenta la cantidad de iniciador. Este efecto se
demostré tanto a los 10 como a los 6 minutos de tiempo de polimerizacion. Si bien no se desea estar sujeto a ninguna
teoria en particular, mas iniciador significa que la polimerizacion avanza a una mayor velocidad de conversion; el resultado
probable es una red polimérica mas densa.

Ejemplo 3 - Formulacién con TEGDV y DATA como comondémeros

En este ejemplo, se examin6 otro comonémero hidréfilo (N,N-dialiltartramida (DATA). Si bien no se desea estar sujeto a
ninguna teoria en particular, los dos grupos hidroxilo en esta molécula aumentan la naturaleza anfifilica del polimero, lo
que puede mejorar la separacion de fases a medida que crecen las cadenas de polimero, y mejoran de esta manera la
porosidad del gel final.

En esta clase de formulacion de membrana, se usaron el monémero de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET) y los
comonomeros de tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV) y (+)-N,N*-dialiltartramida (DATA), como mondmeros de construccion
con la 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) como reticulador.

El sistema de solvente incluyé N,N-dimetilacetamida (DMACc), ()-1,3-butanodiol (budiol), acetato de di(propilenglicol) metil
éter (DPMA), y agua en cantidades variables. Se us6 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959)
como fotoiniciador para iniciar la reaccién de polimerizacion.

Los componentes de la reaccion se mezclaron bien juntos, excepto el ditiol que se afiadié 10-15 minutos antes del moldeo.
Las membranas se moldearon y polimerizaron como se describié anteriormente. Se determind la ganancia de masa y el
tiempo de humectacion, después se midi6 el flujo inicial de cada cupon de membrana (7,7 cm de diametro) mediante el
uso de agua RO.

Los resultados para este ejemplo demuestran nuevamente el efecto del sistema de solvente sobre la permeabilidad de la
membrana. Como se ve al comparar la férmula CLK-EN-99 con CLK-EN-104 (Figura 3), la reduccién de la cantidad de
1,3-butanodiol y el aumento de la cantidad de N,N'-dimetilacetamida (DMAc) da como resultado una reduccion notable de
la permeabilidad (el flujo de agua disminuyé de aproximadamente 10 000 a aproximadamente 1700 kg/m2h).
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En general, el 1,3-butanodiol y el agua se consideran no solventes o poco solventes para la cadena polimérica; por lo
tanto, se incrementa la porosidad de las membranas formadas en estos solventes. Por el contrario, DMAc se considera
un buen solvente que ayuda a solvatar la cadena polimérica a medida que se forma; como resultado, se reducen la
porosidad y la permeabilidad.

Ejemplo 4 - Formulacién con DATA como comondmero

En este ejemplo, se examind el uso de N,N-dialiltartramida (DATA) como el unico comonémero. Las moléculas de DATA
tienen enlaces amida internos (que las moléculas de TEGDV no tienen); estos pueden afiadir algo de resistencia mecanica
a la membrana resultante.

En esta clase de formulaciéon de membrana, se usaron el monémero de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), (+)-N,N"-
dialiltartramida (DATA) como comondémero, y 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) como reticulador
para fabricar las membranas. El sistema de solvente incluyé N,N'-dimetilacetamida (DMAc), (+)-1,3-butanodiol (Budiol),
acetato de di(propilenglicol) metil éter (DPMA), y agua en cantidades variables. Se us6 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-
propil)cetona (IRGACURE 2959) como el fotoiniciador.

Los componentes de la reaccion (Figura 4) se mezclaron bien juntos, excepto el ditiol que se afiadié 10-15 minutos antes
del moldeo. Las membranas se moldearon y polimerizaron como se describio anteriormente. Se determiné la ganancia
de masa y el tiempo de humectacién de las membranas secas, después se midi6 el flujo inicial del cupén de cada
membrana (7,7 cm de diametro) mediante el uso de agua R.O.

Los resultados (Figura 4) muestran que el aumento del contenido de DATA (del 3,3 % al 7,6 %), con la disminucion
concomitante del contenido de reticulador (del 16,3 % al 9,9 %), redujo el flujo de membrana.

La reduccion del contenido de ditiol (EDDET) en este sistema conduce a un aumento en el flujo de membrana (CLK-EN-
149 a -151). Si bien no se desea estar sujeto a ninguna teoria en particular, es posible que un mayor contenido de ditiol
ayude a conectar cadenas poliméricas en crecimiento mas pequenas, lo que resulta en un gel mas denso con mayor
ganancia de masa y menor flujo.

Estas membranas se examinaron mediante microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM), que mostro la
porosidad del gel (Figura 6).

Ejemplo 5 - Formulacién con reticulador de dialquino

En este ejemplo, se examind la molécula de dialquino (1,7-octadiino) como un reticulador adicional que puede aumentar
la poblacion de enlaces carbono-carbono insaturados dentro de la membrana formulada. Esto puede ser beneficioso ya
que aumenta la posibilidad de injertar el gel con (bio)moléculas funcionales de tiol.

En esta clase de formulacion de membrana, se usaron monémeros de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET) y comondmero
de tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV) como mondmeros de construccion, mientras que se usaron 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) y 1,7-octadiino (OctDi) como reticuladores. El sistema de solvente incluyé N,N"-
dimetilacetamida (DMAc), (x)-1,3-butanodiol (Budiol), acetato de di(propilenglicol)metil éter (DPMA) y agua, todo en
cantidades variables. Se usé 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959) como fotoiniciador.

Los componentes de la reaccion (Figura 7), excepto el ditiol (EDDET), se mezclaron hasta que todos se disolvieron.
Después, se afiadié EDDET 10-15 min antes del moldeo. Las membranas se moldearon y polimerizaron como se describio
anteriormente. Se determind la ganancia de masa, el tiempo de humectacion, y el flujo inicial de cada cupdn de membrana
(7,7 cm de diametro, mediante el uso de agua R.O.).

Los resultados mostrados en la Figura 7 demuestran que es posible formular membranas con octadiino como un
correticulador. La disminuciéon de la cantidad de reticuladores (TATATO y OctDi) da como resultado una membrana
compuesta que tiene una permeabilidad mas baja. La ESEM muestra la estructura porosa de estas membranas (Figura
8).

Ejemplo 6 - Injerto pospolimerizacién de membrana de alqueno/ino con grupos carboxilato por hidrotiolacion

Los grupos carboxilatos son de naturaleza hidréfila y se sabe que aumentan la hinchazén del gel debido a la fuerte
hidratacion de la forma ionizada (por ejemplo, polimetacrilatos). EI aumento del contenido del grupo carboxilato en el gel
aumenta la hinchazén del gel, lo que a su vez disminuye el flujo. Por otro lado, los grupos de acido carboxilico (es decir,
forma acida) se consideran relativamente hidrofobos; un gel que tiene restos de acido carboxilico en su forma no ionizada
no se hincha tanto, y aumenta el flujo. Este fendmeno se conoce como sensibilidad al pH del hidrogel.

Para demostrar la capacidad de injertar un polimero clic de alqueno con una nueva funcionalidad mediante el uso de una
reaccion clic pospolimerizacion, se fabricaron membranas de alqueno/ino que tenian un alto flujo de agua (Figura 9). Estas
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membranas estaban sujetas a funcionalizacién clic por hidrotiolacion con una molécula de tiol-acido. Se determiné la
permeabilidad de la membrana modificada, expresada en flujo, y se comparo con el flujo inicial antes de la reaccion de
injerto.

La reaccion clic de injerto pospolimerizacion se llevd a cabo en DMAc o agua. El flujo de cada membrana modificada se
midié mediante el uso de agua RO. Para probar la sensibilidad al pH de las membranas modificadas, se usé tampon de
acetato (acetato 132 mM, pH 5).

El flujo de las membranas modificadas disminuyd en comparacion con su flujo antes del injerto (Tabla 1). Cuando se
determindé el flujo mediante el uso de tampdn acetato a pH 5, el flujo aumenté porque el grupo carboxilato se convirtié en
la forma hidréfoba (acido carboxilico), lo que disminuyd la hinchazon del gel. Ademas, cuando la membrana se purgd con
solucion de NaOH 0,1 M, el flujo de R.O. disminuy6 lo que confirma la sensibilidad al pH de la membrana debido a la
desprotonacion de los grupos de acido carboxilico para formar grupos carboxilato a pH basicos. Ver también la Figura 10.

Tabla 1 - Flujo de membrana (kg/m2h) en solventes con pH variable

Foérmula Flujo de Flujo de RO después | Flujo de RO acetato pH Flujo de RO NaOH Relacion
RO inicial del injerto 5 después del injerto después del injerto alquenoltiol

CLK-

EN-015 21917 3806 21 333 3318 1,35
CLK-

EN-042 27 143 6138 22 399 5405 1,44
CLK- 23 509 14 676 21 896 13 650 1,44

EN-046 ’

Para examinar el efecto que tiene el medio de reaccion sobre las propiedades de la membrana modificada, la reaccion de
hidrotiolacién de injerto se llevo a cabo en una membrana en DMAc y separadamente en agua, y se evaluo el flujo de las
membranas modificadas en diferentes medios. Como se muestra mas abajo (Tabla 2), las membranas injertadas en agua
tienen un flujo menor que las membranas equivalentes que se modificaron en DMAc. Esto coincide con la comprension
general de que la reaccion de hidrotiolacion es mas reactiva en solventes polares, y en medios acuosos en particular. Ver
también la Figura 11.

Tabla 2 - Efecto del solvente durante la reaccion de injerto sobre el flujo de membrana (kg/m?2h)

Formula Flu_jo. d'e RO Flujo dt'e RO c'ifaspués de la Flujo de RO'c’iespués de la Relacic')r'1
inicial modificacion en H20 modificacién en DMAc alquenoltiol
EN-112 15 758 92 3141 1,23
EN-113 13612 0 833 1,21
EN-133 15 531 5980 13103 1,08

Ejemplo 7 - Injerto pospolimerizacién de membrana de alqueno/ino con proteina A por hidrotiolacion

Para demostrar que las membranas de alqueno de clic pueden injertarse con un ligando biolégico, la proteina A que tiene
una funcionalidad terminal de cisteina (rProteina A-cys) se acoplé a membranas clic de alqueno seleccionadas como se
describié anteriormente. La capacidad de unién de la membrana con restos de proteina A injertados se determind
mediante el examen de su bioafinidad por la proteina IgG, mediante el seguimiento del protocolo de unién/elucién, como
se describié anteriormente.

Los resultados de la capacidad de unién (Tabla 3) demuestran que las membranas modificadas con proteina A son
capaces de unirse a la IgG. Esto no seria posible si el ligando no estuviera acoplado a la membrana de gel o estuviera
inactivo. La solucién de elucion para EN-151 fue una solucién de tampén ccitrato (0,1 M, pH 3), mientras que la soluciéon
de tampén hidrocloruro de glicina (0,1 M, pH 3) se us6 en la etapa de elucion para EN-134 y EN-152.

Es interesante observar que la reaccion de acoplamiento tuvo lugar incluso cuando la relacion de alqueno respecto a tiol
fue inferior a 1, lo que sugiere que la reaccion de polimerizacion original no consumié todos los grupos alqueno. Debido a
que el crecimiento de la cadena polimérica puede impedir la movilidad de la cadena durante las etapas finales de la
reaccion de polimerizacién, esto no es inesperado. Por lo tanto, es posible que cualquier exceso de tiol se acople a los
grupos alquenos residuales en el polimero.

Los resultados también muestran que la relacién de alqueno respecto a tiol no es el Unico factor para controlar la reacciéon
de acoplamiento. Por ejemplo, una relacion mas alta no resulté en un mayor acoplamiento y bioactividad concomitante.
Otros factores tales como la porosidad, area de superficie y naturaleza hidréfila/hidréfoba de la superficie, contribuyen a
la accesibilidad de los grupos alquenos, lo que afecta la reaccién de acoplamiento.
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Tabla 3 - Capacidad de unién a IgG de la membrana de proteina A injertada clic

Formula Relacic')r] Flujo de RO Capacidad de unién a lgG1o %B.1
alquenoltiol (kg/m2h) (mg/mL)
CLK-EN-016 1,363 2189 1,4
CLK-EN-027 1,238 1468 1,3
CLK-EN-134 1,074 6979 3,7
CLK-EN-118 1,278 11 509 1,6
CLK-EN-124 1,273 14 895 2,8
CLK-EN-143 0,963 9007 4,9
CLK-EN-149 0,963 3804 5,0
CLK-EN-150 1,015 6700 5,5
CLK-EN-151 1,052 7808 6,2
CLK-EN-152 0,963 7674 5,6

Ejemplo 8 - Efecto del tiempo de la reaccion de injerto y de la cantidad de ligando sobre las propiedades de las membranas
modificadas

Para usar la reaccion de hidrotiolizacion de radicales (tiol-eno) para injertar la proteina A a las membranas de alqueno, la
reaccion debe iniciarse mediante radiacion UV. Por lo tanto, fue necesario investigar los efectos de esta exposicion sobre
la bioactividad del ligando injertado.

Una férmula de membrana se sometié a experimentos de acoplamiento de proteina A durante los cuales se vari6 la dosis
de luz (a 365 nm), medida por el tiempo de exposicion y se examind el efecto sobre la bioactividad (como se refleja por la
capacidad de union) (Tabla 4).

Los resultados sugieren que variar el tiempo de exposicién de 10 a 20 minutos no afecta la capacidad de unién de la
membrana modificada final, independientemente de la cantidad o concentracién de ligando en la solucién de reaccion.
Los resultados también muestran que aumentar la cantidad de proteina mejoré la bioactividad.

Tabla 4 - Efectos de la cantidad de luz y ligando sobre la reaccion de acoplamiento

Experimento Volumen de Conc. Captidad total de Tiempo de Ca!;')acidad de
reaccion (mL) (mg/mL) ligando (mg) exposicion (min) union (mg/mL)

A 1 10 10 10 0,7

B 1 10 10 20 0,7

C 2 5 10 10 0,9

D 2 5 10 20 0,8

E 2 10 20 10 1,3

F 2 10 20 20 1,3

Ejemplo 9: efecto de la presencia de aditivos competidores en las propiedades de las membranas modificadas

Para demostrar que una reaccion de hidrotiolacion es responsable de unir el ligando de cys-proteina A a la membrana de
alqueno, la reaccién de acoplamiento se llevé a cabo en pequefios discos de 25 mm de diametro de la misma membrana
(CLK-EN-143) en presencia y ausencia de moléculas funcionalizadas con tiol, que pueden competir con el ligando por los
grupos alqueno disponibles y, por lo tanto, limitan el alcance de la reaccidon de acoplamiento del ligando. De hecho, la
reaccion de acoplamiento de ligando en presencia de moléculas de tiol competidoras resulté en membranas que tenian
una bioactividad reducida, en comparacion con la membrana modificada formada en ausencia de aditivos funcionalizados
con tiol. Figura 12.
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Ejemplo 10 - Formulacion con DATA como comonémero

En este ejemplo, se examind el uso de N,N-dialiltartramida (DATA) como el unico comonémero. Las moléculas de DATA
tienen enlaces amida internos (que las moléculas de TEGDV no tienen); estos pueden afiadir algo de resistencia mecanica
a la membrana resultante.

En esta clase de formulaciéon de membrana, se usaron el monémero de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), (+)-N,N*-
dialiltartramida (DATA) como comondémero, y 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) como reticulador
para fabricar las membranas. El sistema de solvente incluyé N,N'-dimetilacetamida (DMAc), (+)-1,3-butanodiol (Budiol),
acetato de di(propilenglicol)metil éter (DPMA), y agua en cantidades variables, o N,N'-dimetilacetamida (DMAc), (+)-1,3-
butanodiol (Budiol), di(etilenglicol), tri(etilenglicol), y agua en cantidades variables. Se us6 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-
2-propil)cetona (IRGACURE 2959) como el fotoiniciador.

Los componentes de la reaccion (Figura 4B y Figura 13) se mezclaron bien juntos, excepto el ditiol que se afadié 10-15
minutos antes del moldeo. Las membranas se moldearon y polimerizaron como se describié anteriormente. Se determind
la ganancia de masa y el tiempo de humectacion de las membranas secas, después se midi6 el flujo inicial del cupén de
cada membrana (7,7 cm de diametro) mediante el uso de agua RO.

Los resultados (Figura 4B y Figura 13) muestran que es posible alimentar el comonémero DATA en un amplio intervalo
mediante el uso de diferentes sistemas de solventes para obtener un amplio intervalo de permeabilidades de membrana,
como lo indican las mediciones del flujo de agua de la membrana. Cuando estas membranas se injertaron con ligando de
proteina A, mostraron un intervalo correspondiente de capacidades de union a IgG (ver injerto pospolimerizacion con la
seccion de proteina A).

Estas membranas se examinaron mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), que revel6 redes porosas
uniformes, altamente interconectadas (Figura 14).

Ejemplo 11 - Formulacion con molécula de tetratiol como correticulador

En ciertas modalidades, se us6 pentaeritritol tetraquis(3-mercaptopropionato) (PETM) como un reticulador adicional para
modificar la estructura y la permeabilidad de la membrana resultante.

En esta serie de formulaciones de membrana, el monémero de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), y comondmeros de
(+)-N,N'-dialiltartramida (DATA), se usaron como mondémeros y 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO)
y pentaeritritol tetraquis(3-mercaptopropionato) (PETM) como un reticulador adicional. El sistema de solvente incluyd N,N'-
dimetilacetamida (DMAc), (+)-1,3-butanodiol (Budiol), hexilenglicol, etilenglicol (EG), tetra(etilenglicol) (TetEG) y agua en
cantidades variables. Se us6 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959) como fotoiniciador para
iniciar la reaccién de radicales de polimerizacion.

Se formularon mezclas de reaccion a base de estos ingredientes (Figura 8) y todos los componentes se afiadieron y se
mezclaron bien, excepto el ditiol que se afiadid 10-15 minutos antes del moldeo (para evitar cualquier polimerizacion
prematura iniciada por la luz ambiental). Las membranas se moldearon y polimerizaron como se describié anteriormente.
Se determind la ganancia de masa y el tiempo de humectacion y se midio el flujo inicial del cupén de cada membrana (7,7
cm de diametro) mediante el uso de agua RO.

Los resultados (como se muestra en la Figura 15) muestran que es posible usar tiol de multiples brazos (PETM) como un
segundo reticulador para producir membranas de varias relaciones de alquenol/tiol con permeabilidad variable, como lo
indica el flujo de agua. Es posible aumentar la permeabilidad mediante el aumento del contenido general de reticuladores
en el gel, como se demuestra en la Tabla 5. La SEM muestra la estructura porosa de una formulacion de membrana
representativa (Figura 16).

Tabla 5. Efecto del reticulador PETM sobre la permeabilidad de la membrana.

% en moles (% en moles) % en moles de reticulador total
Férmula Flujo de RO (kg/m2h)
EDDET | PETM | TATATO | DATA PETM+TATATO
CLK-EN-314 | 45,62 7,26 23,94 22,78 31,2 6781
CLK-EN-317 | 45,22 7,07 26,17 21,14 33,24 7995
CLK-EN-323 | 40,68 12,16 25,50 21,42 37,66 14 788
CLK-EN-325 | 40,81 12,28 25,75 20,83 38,02 11 812
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Ejemplo 12 - Formulaciones adicionales con reticulador dialquino

En este conjunto de ejemplos adicionales, se incluyé una molécula de dialquino (1,7-octadiino) en la férmula como un
reticulador adicional para aumentar la poblacién de enlaces carbono-carbono insaturados dentro de la membrana
polimerizada.

En esta clase de formulacion de membrana, monémeros de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), y comondémeros de (+)-
N,N'-dialiltartramida (DATA) se usaron como monoémeros y 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) y
1,7-octadiino (OctDi) se usaron como reticuladores. El sistema de solvente incluyé N,N'-dimetilacetamida (DMAc),
dodecilsulfato de sodio (SDS), etilenglicol (EG), tetra(etilenglicol) (TetEG), y agua, todo en cantidades variables. Se us6
4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959) como fotoiniciador.

Los componentes de la reaccion (Figura 17), excepto el ditiol (EDDET), se mezclaron en la mezcla de solventes hasta
que se disolvieron por completo. Después, se afiadié EDDET 10-15 min antes del moldeo. Las membranas se moldearon
y polimerizaron como se describié anteriormente. Se determiné la ganancia de masa, el tiempo de humectacion y el flujo
inicial de cada cupén de membrana (7,7 cm de diametro, mediante el uso de agua RO).

Los resultados mostrados en la Figura 17 demuestran que es posible formular membranas con octadiino como un
correticulador que varian ampliamente en su permeabilidad. La imagen de microscopia electrénica de barrido (SEM) de
una membrana representativa (CLK-EN-361) muestra una estructura porosa uniforme e interconectada que contiene
poros pequefios (Figura 18).

Ejemplo 13: unién de IgG por intercambio catiénico mediante el uso de membranas funcionalizadas con grupos carboxilato

Los grupos carboxilatos son de naturaleza hidréfila y se sabe que aumentan la hinchazon del polimero debido a la fuerte
hidratacion de la forma ionizada (por ejemplo, polimetacrilatos). EI aumento del contenido del grupo carboxilato en el
polimero poroso aumenta la hinchazén, lo que a su vez disminuye el flujo. Ver el Ejemplo 6.

Se examino la capacidad de unién por intercambio catidnico para la proteina IgG (que tiene carga positiva neta a pH 5)
para cada membrana injertada para proporcionar soporte adicional para la incorporacion de los ligandos de intercambio
catiénico cargados en la membrana. La capacidad de unién dinamica de las membranas a IgG aumenta con el aumento
de la relacion alquenol/tiol. Ver la Tabla 6.

Tabla 6 - Efecto de la union de grupos carboxilato en el flujo de membrana (kg/m?h) y la capacidad de union a IgG

. FIu_jo_d_e RO Flujo qe RO Flujo de acgtato pH Cfl,pacidad de Relacién
Foérmula inicial después del 5 después del unioén a IgG por X
(kg/m?h) injerto (kg/mzh) injerto (kg/m?h) | CEXiwsr (mgimL) | 3lauenoftiol

CLK-EN-237 15432 1725 13 353 19,5 1,101
CLK-EN-227 13 664 705 11 848 22,2 1,101
CLK-EN-224 17 189 773 14 375 28,1 1,129
CLK-EN-287 6972 20 5198 37,5 1,135
CLK-EN-235 12 243 34 10 041 37,3 1,142
CLK-EN-291 10 172 24 7539 37,9 1,159
CLK-EN-298 6918 0 5533 44,2 1,159
CLK-EN-301 13 841 15 10 684 54,7 1,211
CLK-EN-256 16 246 7 15777 50,6 1,222

Ejemplo 14 - Injerto pospolimerizaciéon de la membrana de alqueno/ino (fabricada con comonémero de DATA) con proteina
A por hidrotiolacion

Para demostrar que las membranas de alqueno clic pueden injertarse con un ligando biolégico, se uni6 un ligando de
proteina A disefiado por ingenieria genética que contenia un residuo de cisteina C-terminal (rProteina A-cys) a membranas
de alqueno clic seleccionadas que se fabricaron como se describié anteriormente. Se determiné la capacidad de unién a
IgG de la membrana con el ligando de proteina A injertado, como se describié anteriormente.
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Los resultados de capacidad de union a IgG (Tabla 7) de la membrana con mayor contenido de DATA (es decir,> 8 % en
peso en la mezcla de polimerizacion) demuestran que las membranas modificadas con proteina A son capaces de unir
mas IgG que las membranas que tienen una concentracion relativa mas baja de monémero DATA (es decir, < 8 % en
peso en la mezcla de polimerizacion).

Los resultados también sugieren que la relacion de alqueno respecto a tiol no es la Unica variable correlacionada con el
rendimiento de la capacidad de union a IgG de la membrana. Es probable que otros factores, tales como la porosidad,
area superficial y naturaleza hidrofila/hidréfoba superficial, también desempefien funciones importantes, ya que
contribuyen a la accesibilidad de los grupos alqueno, lo que afecta de esta manera la reaccion de acoplamiento del ligando
de proteina A.

Tabla 7 - Capacidad de unién a IgG de las membranas injertadas con proteina A (con un comondémero DATA
aumentado en la solucion de reaccion)

) % en peso Relacion Flujo de RO (?:ilpamdad de Densidad de ligando en
Férmula . 2 unién a lgG1o %B.1 membrana ProA
de DATA alquenoltiol (kg/m?h)
(mg/mL) (mg/mL)
CLK-EN-301 8,26 1,211 13 841 9,6 6,9
CLK-EN-227 8,47 1,101 13 664 7,3 5,9
CLK-EN-237 8,48 1,101 15432 8,3
CLK-EN-256 8,52 1,222 16 246 9,2 6,4
CLK-EN-298 8,52 1,159 6918 10 57
CLK-EN-291 8,54 1,159 10 172 9,8 7,0
CLK-EN-235 8,67 1,142 12 243 10,8
CLK-EN-287 8,96 1,135 6972 10,2
CLK-EN-224 9,10 1,129 17 189 6 53

Ejemplo 15 - Injerto pospolimerizaciéon de la membrana de alqueno/ino (fabricada con correticulador PETM) con proteina
A por hidrotiolacion

En esta clase de membrana, el reticulador de tetratiol PETM se usé como un reticulador adicional para proporcionar otra
herramienta para ajustar el grado de reticulacion y permeabilidad de las membranas. La presencia y densidad de superficie
de los grupos funcionales de alqueno pospolimerizacion se probaron mediante el injerto primero del ligando de proteina
A en estas membranas mediante el uso de la reaccion de hidrotiolacion de radicales (tiol-eno). Después se evaluo la
capacidad de union a IgG de las membranas injertadas con proteina A como se describid previamente.

Como se muestra mas abajo (Tabla 8), los resultados sugieren que las membranas fabricadas con este correticulador
poseen grupos alquenos residuales que son funcionales y accesibles para la reaccion de hidrotiolacion de rProteina A-
cys (tiol-eno) en la superficie de la membrana.

Tabla 8 - Capacidad de unién a IgG de membranas injertadas con proteina A (fabricadas con correticulador PETM)

Férmula Relacion alquenoltiol Flujo de RO (kg/m2h) | Capacidad de uniéon algG1o %gs.m (mg/mL)
CLK-EN-314 1,128 6781 10,3
CLK-EN-317 1,176 7995 10,7
CLK-EN-323 1,183 14 788 8,9
CLK-EN-325 1,174 11 812 11,8

Ejemplo 16 - Injerto pospolimerizacién de una membrana de alqueno/ino con ligando hidréfobo para generar medios de
cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC)

Una molécula hidréfoba terminada en tiol se injerté en membranas que contenian grupos funcionales alquenos residuales

mediante el uso de una reaccion clic de hidrotiolacion (tiol-eno) fotoiniciada. Se prepararon tres membranas (EN-224, EN-
291, y EN-301) (como se describe anteriormente en la seccién de métodos experimentales) para su uso en reacciones
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de injerto subsecuentes, especificamente para introducir 1-octanotiol en la membrana, como se describe en la seccion de
métodos generales.

Se esperaba que la unién del tiol hidréfobo a las membranas disminuyera significativamente la hidrofilicidad de la
superficie de la membrana injertada versus la membrana no injertada. De hecho, el tiempo de humectacion aumenté
consistentemente después del injerto para todas las formulaciones de membrana probadas (Tabla 9).

Se anticip6 que las membranas hidréfobas modificadas con ligando servirian como medios efectivos de cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC), al unir IgG a altas concentraciones de sal. Este fendmeno constituye la base de la
cromatografia de interaccion hidréfoba, una técnica bien conocida usada en el proceso de bioseparacion para la
purificacion biolégica.

Los resultados (Tabla 9) demuestran que la membrana modificada de hecho puede unirse a proteinas en condiciones de
alta salinidad.

Tabla 9 - Propiedades de las membranas alqueno/ino injertadas con ligando hidréfobo

Tiempo de humectacion
Férmula Relacion alquenoltiol Capacidad de unién por HIC10 8T % (Mmg/mL)
Antes Después
CLK-EN-224 1,129 1 Seg 6 Seg 10,6
CLK-EN-291 1,159 1 Seg 20 Seg 12,4
CLK-EN-301 1,211 1 Seg 20 Seg 10,8

Ejemplo 17 - Reaccion de polimerizaciéon de una etapa para fabricar membranas clic-HIC funcionalizadas mediante el uso
de la reaccion de hidrotiolacion

En este ejemplo, se demuestra la flexibilidad de la quimica clic como se demuestra una membrana clic funcionalizada con
un ligando hidréfobo; una sola etapa de polimerizaciéon forma la red de polimero de membrana con un ligando hidréfobo
(1-octano tiol) incluido en su red. Al controlar la relacion tiol/alqueno en la mezcla de polimerizacion, la poblaciéon de
alqueno residual puede variarse y, en principio, puede usarse en etapas posteriores para anclar moléculas o ligandos
adicionales que tienen las mismas o diferentes propiedades quimicas o fisicas.

En esta clase de formulacion de membrana, mondémeros de 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET) y comonémeros de tanto
1,4-ditioeritritol (DDT) como (+)-N,N'-dialiltartramida (DATA), se usaron como monémeros de construccion, mientras que
1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO) y 1,7-octadiino (OctDi) se usaron como reticuladores. Se
incluyd 1-octano tiol en la férmula para afiadir un colgante hidréfobo o un grupo final al polimero. El sistema de solvente
incluyé N,N'-dimetilacetamida (DMAc), dodecilsulfato de sodio (SDS), etilenglicol (EG), tetra(etilenglicol) (TetEG), y agua,
todo en cantidades variables. Se usé 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona (IRGACURE 2959) como
fotoiniciador.

Los componentes de la reaccion (Figura 19), excepto el ditiol (EDDET), se mezclaron en la mezcla de solventes hasta
que se disolvieron por completo. Después, se afiadié EDDET 10-15 min antes del moldeo. Las membranas se moldearon
y polimerizaron como se describié anteriormente. Se determiné la ganancia de masa, el tiempo de humectacion, y el flujo
inicial de cada cupén de membrana (7,7 cm de diametro, mediante el uso de agua R.O.).

Como se muestra en la Figura 19, es posible fabricar membranas con capacidad de unién a IgG y permeabilidad variable
a través de una Unica etapa de polimerizacion que incluye un ligando hidréfobo en la mezcla de reaccion. Verla Tabla 10.

Tabla 10 - Uso de la membrana clic-funcionalizada por HIC en bioseparacion

Formula Relacion Flujo de agua RO Capacidad de unién a IgG en modo
alquenol/tiol (kg/m2h) HIC10 BT % (Mg/mL)
CLK-EN-411 1,237 4835 7,9
CLK-EN-417 1,093 13635 8,4

Ejemplo 18: proceso de injerto por etapas pospolimerizacién para arquitectura de injerto controlado o extendido mediante
hidrotiolacién

Una ventaja importante de usar hidrotiolacion para la funcionalizacion del gel es la capacidad de usar la misma quimica
de reaccion para introducir otros monémeros en etapas posteriores. Ademas, debido a la especificidad que caracteriza a
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la quimica clic, es posible realizar procesos de injerto de varias etapas, que pueden introducir bloques de construccion
colgantes y grupos funcionales de una manera muy controlada.

Para demostrar esta capacidad, membranas seleccionadas que contienen grupos funcionales alquenos residuales se
sometieron a procesos de injerto por etapas. El resultado neto de este proceso de injerto de dos etapas es construir un
brazo que se extienda fuera de la superficie que tenga una estructura y longitud definidas, como se muestra en la Figura
20.

En la primera etapa, se us6 un monémero de ditiol (EDDET) en exceso para convertir la funcionalidad de la superficie del
gel de alqueno a grupos tiol. Los cupones de membrana de 7,7 cm de diametro se pesaron y después se humedecieron
con agua, después de lo cual los cupones se transfirieron individualmente a bolsas de plastico con cremallera cargadas
con 4 mL de 10 % en peso de ditiol (EDDET) en DMAc y 18 mg de fotoiniciador (ACVA). Cada bolsa de reaccion se agité
y después se expuso a la luz UV por 7 minutos, después los cupones se enjuagaron con 10 mL de DMAc.

En la segunda etapa, se hizo reaccionar un exceso de mondémero de di-alqueno (DATA) con la membrana enriquecida
con tiol mediante una reaccion de injerto de hidrotiolacion para hacer una membrana final que contiene grupos funcionales
alqueno extendidos desde la superficie. Los cupones de membrana se transfirieron individualmente a nuevas bolsas de
plastico con cremallera cargadas con 4 mL de 10 % en peso de mondmero de di-alqueno (DATA) en DMAc con -18 mg
de fotoiniciador (ACVA). Las bolsas de reaccion se expusieron a luz UV por otros 7 minutos, después los cupones de
membrana se enjuagaron con DMAc, seguido de varios lavados en agua, después se secaron a temperatura ambiente.
Se registro el peso final de la membrana.

Los resultados, como se muestran mas abajo en la Tabla 11, demuestran que la ganancia de masa de la membrana
aumento ligeramente, mientras que la permeabilidad (medida por el flujo de agua) disminuyé significativamente después
de la reaccion de injerto de dos etapas. Las membranas injertadas con permeabilidades> 1000 kg/m?h se usaron para la
posterior unién del ligando de proteina A para ayudar a probar la incorporacion exitosa de grupos alquenos reactivos a
través de este proceso y el efecto sobre la capacidad de unién de proteinas a la membrana. De hecho, la capacidad de
union a IgG medible indica un injerto de ligando exitoso en la superficie de la membrana (Tabla 11). Ademas, solo se
observa un aumento en la capacidad de unién a IgG, posinjerto, para CLK-EN-224 donde la ganancia de masa fue la
mayor, lo que sugiere el mayor rendimiento del injerto.

Este enfoque tiene un gran potencial para modificar y optimizar la estructura del injerto ya que proporciona una
herramienta eficiente para construir injertos (o ramas) de unidades multiples bien definidos que se extienden desde la
superficie para modificar las propiedades de la superficie de la membrana, la densidad del grupo reactivo y/o la
permeabilidad.

Tabla 11 - Rendimiento de la membrana después de una reaccién de injerto de dos etapas

Ganancia de masa en % en Capacidad de unién Flujo de RO
peso a lgG1o %s.1 (Mmg/mL) (kg/m2h)
Membrana Relacion _ _
alquenoltiol Después de Despues Despues
Inicial . Inicial dela Inicial dela
la reaccion . .
reaccion reaccion
CLK-EN-224 1,129 238 251 6 11,1 17 189 3996
CLK-EN-287 1,135 267 270 10,2 NA 6972 170
CLK-EN-291 1,159 264 266 9,8 NA 10 172 250
CLK-EN-301 1,211 243 249 9,6 8,7 13 841 4151

Ejemplo 19 - Proceso de doble polimerizacion para construir membranas "de dos fases" conectadas covalentemente

Otro enfoque para explotar la capacidad de las membranas que contienen alqueno para experimentar reacciones clic de
hidrotiolacién implica realizar una polimerizacién de monémeros/reticuladores de hidrotiolacion in situ que formara una
segunda fase polimérica dentro de los poros, y simulatdneamente la unira covalentemente al gel subyacente.

Se selecciond una férmula de membrana que tiene alta permeabilidad (CLK-EN-224) para hacer cuatro laminas de la
membrana base (primera fase) en una lamina de sustrato de soporte poroso de 7" x 8" previamente pesada (malla de
polipropileno no tejido), como se describié anteriormente. Cada lamina de la membrana CLK-EN-224 se coloco
individualmente en una lamina de polietileno y se impregno con 12 g de solucién de polimerizacion descrita en la Figura
21 - A/B/C/D. La membrana impregnada se cubrié posteriormente con otra lamina de polietileno y se presioné suavemente
con un movimiento circular a mano para eliminar el exceso de solucién y las burbujas de aire atrapadas. El proceso de
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polimerizacion se inicié mediante la irradiacion con luz UV (~350 nm) en una camara cerrada por 10 minutos, después se
lavé y se secd como se describié anteriormente (Métodos generales - seccion de preparacion de membranas).

Se determind el peso final y la ganancia de masa de cada membrana, después se calculd el aumento de la ganancia de
masa debido a la polimerizacion de la segunda fase injertada para cada férmula. Las membranas de doble polimerizacion
se injertaron después con acido mercaptosuccinico para introducir grupos carboxilato en el gel de la membrana (ver
seccion de métodos generales), que permiten que la membrana funcione como un medio de intercambio cationico para
la bioseparacion de proteinas. Ademas, las membranas también se injertaron con ligandos de proteina A, que permiten
que la membrana funcione como medio de separacion por bioafinidad (consulte la secciéon de métodos generales para los
protocolos de injerto y prueba).

El examen de las membranas resultantes (Figura 22, CLK-EN-224 A/B/C/D) en cuanto a su ganancia de masa,
permeabilidad (flujo) y capacidad de unién (tanto en los modos de intercambio catiénico como de bioafinidad) demuestra
que es posible construir un gel polimérico de segunda fase dentro de la primera fase de gel, y como resultado, hacer un
compuesto final con propiedades Unicas.

Las ganancias en masa de las membranas "bifasicas" fueron mas altas que las de la membrana base, y los valores de
flujo fueron mas bajos (Figura 22). Las capacidades de union de las membranas "bifasicas" fueron diferentes a las
membranas base. Las capacidades de union a IgG por CEX parecen estar inversamente correlacionadas con la ganancia
de masa, pero directamente correlacionadas con el flujo de agua.
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REIVINDICACIONES

Un material compuesto, que comprende:
un miembro de soporte, que comprende una pluralidad de poros que se extienden a través del miembro de soporte;

un gel reticulado macroporoso, en donde el gel reticulado comprende un polimero derivado de un primer monémero
y un primer reticulador;

en donde

el gel reticulado macroporoso se encuentra en los poros del miembro de soporte;

el gel reticulado macroporoso tiene macroporos que son mas pequefios que los poros del miembro de soporte;

el primer monémero comprende dos grupos funcionales tiol; y

el primer reticulador comprende (i) al menos tres dobles enlaces carbono-carbono, (ii) al menos dos triples enlaces
carbono-carbono, o (iii) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono.

El material compuesto de la reivindicacién 1, en donde el gel reticulado comprende una caracteristica seleccionada
deAaH:

A) el primer mondmero comprende dos grupos funcionales tiol terminales; y

B) el primer monémero es 2,2'-(etilendioxi)dietanotiol (EDDET), 1,2-etanoditiol, 1,4-butanoditiol, poli(etilenglicol)
(PEG) ditiol (tal como el PEG ditiol lineal), 1,6-hexanoditiol, 2,2'-tiodietanotiol, etano-1,2-diil bis(3-
mercaptopropanoato), hexa(etilenglicol) ditiol, tetra(etilenglicol) ditiol, 1,16-hexadecanoditiol, benceno-1,2-ditiol,
benceno-1,3-ditiol, benceno-1,4-ditiol, bifenil-4,4'-ditiol, p-terfenil-4,4"-ditiol, clorhidrato de (S)-2-aminobutano-1,4-
ditiol,  4-fenil-4H-(1,2,4)triazol-3,5-ditiol, ~ 5-(4-clorofenil)-pirimidina-4,6-ditiol, = 1,4-bencenodimetanotiol,  2-
mercaptoetil éter, o L-(-)-ditiotreitol; o

C) el primer reticulador comprende al menos tres dobles enlaces carbono-carbono; o

D) el primer reticulador comprende tres dobles enlaces carbono-carbono; o

E) el primer reticulador comprende tres dobles enlaces carbono-carbono terminales; o

F) el primer reticulador comprende dos triples enlaces carbono-carbono; o

G) el primer reticulador comprende dos triples enlaces carbono-carbono terminales; o

H) el primer reticulador es 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO), 1,6-heptadiino, 1,7-octadiino,
1,8-nonadiino, 1,9-decadiino, acrilato de propargilo, poli(etilenglicol) (PEG) norborneno de 4 brazos, triacrilato de
trimetilolpropano, tetra-alquino poli(etilenglicol), 2,4,6-trialiloxi-1,3,5-triazina, trialilamina, trialil borato, trialilfosfina,
dialil fumarato, 3-(aliloxi)-1-propino, glioxal bis(dialil acetal), tetraalilsilano, propargil éter, o escualeno.

El material compuesto de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde el polimero se deriva del primer
monomero, el primer reticulador, y un segundo monémero, en donde el segundo monémero comprende dos dobles
enlaces carbono-carbono terminales; opcionalmente,

en donde el segundo mondémero es tri(etilenglicol) divinil éter (TEGDV), 1,9-decadieno, 1,4-bis(viniloxi)butano,
dialilftalato, dialil diglicol carbonato, poli(etilenglicol) divinil éter, divinilglicol, divinilbenceno, divinil sulfona, 1,4-
butanodiol divinil éter, alil éter, alil sulfuro, 1,4-bis(4-vinilfenoxi)butano, 1,5-hexadieno, dipenteno, (R)-(+)-limoneno,
(S)-(-)-limoneno, N,N'-metilenbis(acrilamida), o N,N'-etilenbis(acrilamida).

El material compuesto de la reivindicaciéon 3, en donde el polimero se deriva del primer monémero, el primer
reticulador, el segundo monémero, y un tercer monémero, en donde el tercer monémero comprende dos dobles
enlaces carbono-carbono;

opcionalmente, en donde

(a) el tercer monémero comprende dos dobles enlaces carbono-carbono terminales o

(b) el tercer monémero es (+)-N,N-dialiltartramida (DATA), dialil disulfuro, dialil carbonato, dialil maleato, dialil
succinato, trimetilolpropano dialil éter, 1,1-dialil-1-docosanol, 1,1-dialil-3-(1-naftil)urea, 1,1-dialil-3-(2-etilfenil)urea,
1,2-dialil-1,2-ciclohexanodiol, 2,6-dialil-meta-cresol, N, N-dialil-2-hidroxipropanamida, 1,4-pentadien-3-ol,
trimetil(propargil)silano, o propargilamina.

El material compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el polimero se deriva del primer
monomero, el primer reticulador, y un segundo reticulador; y el segundo reticulador comprende (i) al menos tres
grupos funcionales tiol, (ii) al menos tres dobles enlaces carbono-carbono, (iii) al menos dos triples enlaces
carbono-carbono, o (iv) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono;
opcionalmente en donde el segundo reticulador es diferente del primer reticulador y/o el segundo reticulador
comprende una caracteristica seleccionada de A a D;

A) el segundo reticulador comprende al menos dos triples enlaces carbono-carbono; o

B) el segundo reticulador comprende dos triples enlaces carbono-carbono; o

C) el segundo reticulador comprende dos triples enlaces carbono-carbono terminales; o

D) el segundo reticulador es 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (TATATO), 1,6-heptadiino, 1,7-
octadiino, 1,8-nonadiino, 1,9-decadiino, acrilato de propargilo, 2,4,6-trialiloxi-1,3,5-triazina, trialilamina, trialil borato,
trialiffosfina, dialil fumarato, 3-(aliloxi)-1-propino, dipropargilamina, 5,6-dimetil-5-decen-1,9-diino, glioxal bis(dialil
acetal), tetraalilsilano, propargil éter, escualeno, trimetilolpropanotri(3-mercaptopropionato), pentaeritritol tetra(3-
mercaptopropionato), poli(etilenglicol) tetra-tiol, tris[2(3-mercaptopropioniloxi)etillisocianurato, acido pentaeritritol
tetraquis(2-mercaptoacetato) tritiocianurico, o 1-tiohexitol.
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El material compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el gel reticulado comprende ademas
una pluralidad de grupos terminales injertados.

El material compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde

a) los grupos terminales injertados se derivan de una molécula que tiene un grupo funcional tiol o una molécula
que tiene un enlace carbono-carbono insaturado: o

b) los grupos terminales injertados se derivan de una molécula que tiene un grupo funcional tiol, opcionalmente,
en donde la molécula que tiene un grupo funcional tiol es acido 3-mercaptopropiodnico, acido 1-mercaptosuccinico,
un péptido que tiene un residuo de cisteina, una proteina que tiene un residuo de cisteina, cisteamina, 1-tiohexitol,
poli(etilenglicol) 2-acido mercaptoetil éter acético, poli(etilenglicol) metil éter tiol, 1-tioglicerol, 2-naftalenctiol, bifenil-
4-tiol, 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiol,  5-(trifluorometil)piridin-2-tiol,  1-[2-(dimetilamino)etil]-1H-tetrazol-5-tiol, 1-
propanotiol, 1-butanotiol, 1- pentanotiol, 1-hexanotiol, 1-octanotiol, hidrocloruro de 8-amino-1-octanotiol,
3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluoro-1-octanotiol, 8-mercapto-1-octanol, o y-Glu-Cys.

El material compuesto de la reivindicacion 1 o 3, en donde el gel reticulado macroporoso comprende: un ligando,
en donde el ligando comprende:

una funcionalidad de intercambio iénico, un resto de interaccién hidréfoba, o una biomolécula para cromatografia
de bioafinidad; y

al menos un grupo de injerto; y

en donde el material compuesto es una membrana.

El material compuesto de la reivindicacion 8, en donde el gel reticulado macroporoso comprende el ligando que es
una biomolécula para cromatografia de bioafinidad, opcionalmente en donde la biomolécula para cromatografia de
bioafinidad es la proteina A-cisteina.

El material compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el material compuesto es una
membrana.

Un método para fabricar un material compuesto, que comprende las etapas de:

combinar un primer monémero, un primer reticulador, un fotoiniciador, y un solvente, formando de esta manera
una mezcla monomérica; en donde el primer mondmero comprende dos grupos funcionales tiol; y el primer
reticulador comprende (i) al menos tres dobles enlaces carbono-carbono, (ii) al menos dos triples enlaces carbono-
carbono, o (iii) al menos un triple enlace carbono-carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono;

poner en contacto un miembro de soporte con la mezcla monomérica, formando de esta manera un miembro de
soporte modificado; en donde el miembro de soporte comprende una pluralidad de poros que se extienden a través
del miembro de soporte; y el diametro promedio de poro de los poros es de 0,1 a 25 pm;

recubrir el miembro de soporte modificado con una lamina polimérica, formando de esta manera un miembro de
soporte recubierto; e

irradiar el miembro de soporte recubierto por un periodo de tiempo, formando de esta manera el material
compuesto.

El método de la reivindicacién 11, en donde el material compuesto es un material compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1-10; y/o el método comprende una caracteristica seleccionada de A a D;

A) que comprende ademas las etapas de:

poner en contacto el material compuesto con una mezcla que comprende un fotoiniciador y una pluralidad de
precursores de grupos finales, formando de esta manera una mezcla de injerto; en donde los precursores de grupos
finales son moléculas que tienen un grupo funcional tiol o moléculas que tienen un enlace carbono-carbono
insaturado; e

irradiar la mezcla de injerto por un periodo de tiempo, formando de esta manera un material compuesto modificado;
ylo

B) el fotoiniciador es benzoina o un éter benzoinico, benzofenona, una dialcoxiacetofenona, 2,2-dimetoxi-2-
fenilacetofenona, 6xido de difenil(2,4,6-trimetilbenzoil)fosfina, una hidroxialquilfenona, 1-hidroxi-ciclohexil-fenil-
cetona, 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona, 1-[4-(2-hidroxietoxi)-fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propano-1-
ona, 2-hidroxi-1-[4-(2-hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-propanona, un éster a-hidroximetilbenzoina sulfénico, 2-hidroxi-
2-metilpropiofenona, acilfospinato de litio, o 2-metil-1-[4-(metiltio)fenil]-2-(4-morfolinil)-1-propanona, 4,4'-
azobis(acido 4-cianovalerico) (ACVA), o una mezcla de estos; y/o

C) el solvente comprende N,N-dimetilacetamida (DMAc), (z)-1,3-butanodiol (Budiol), acetato de
di(propilenglicol)metiléter (DPMA), agua, di(propilenglicol) dimetiléter (DPM), di(propilenglicol) propil éter (DPGPE),
di(propilenglicol) metil éter (DPGME), tri(propilenglicol) butil éter (TPGBE), 3-metil-1,3-butanodiol, 3,3-dimetil-1,2-
butanodiol, 3-metoxi-1-butanol, dimetilsulféoxido (DMSO), o N,N-dimetiformamida (DMF), etilenglicol,
di(etilenglicol), tri(etilenglicol), tetra(etilenglicol), hexilenglicol, dodecil sulfato de sodio, o una mezcla de estos: y/o
D) el periodo de tiempo es de 1 minuto, 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 45 minutos, o
1 hora.

Un método, que comprende la etapa de: poner en contacto a un primer régimen de flujo, opcionalmente, en donde
el primer régimen de flujo es de 3 volimenes de membrana (MV)/min a 70 MV/min, un primer fluido que comprende
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una sustancia, opcionalmente, en donde la concentracion de la sustancia en el primer fluido es de 0,2 mg/mL a 10
mg/mL, con un material compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, con lo que se adsorbe o absorbe
de esta manera una porcién de la sustancia en el material compuesto y/o el método comprende un caracteristica
seleccionada de A a F:

A) el primer fluido ademas comprende un anticuerpo fragmentado, anticuerpos agregados, una proteina de la
célula huésped, un polinucleétido, una endotoxina, o un virus; y/o

B) la trayectoria del flujo de fluido del primer fluido es a través de los macroporos del material compuesto: y/o

C) la trayectoria del flujo de fluido del primer fluido es perpendicular a los macroporos del material compuesto: y/o
D) que comprende ademas la etapa de:

poner en contacto a un segundo régimen de flujo un segundo fluido con la sustancia adsorbida o absorbida sobre
el material compuesto, liberando de esta manera una porcién de la sustancia del material compuesto,
opcionalmente en donde

la trayectoria del flujo de fluido del segundo fluido es a través de los macroporos del material compuesto; o

la trayectoria del flujo de fluido del segundo fluido es perpendicular a los macroporos del material compuesto; y/o

E) la sustancia es una molécula bioldgica, ion bioldgico, virus, o particula viral, opcionalmente en donde la molécula
bioldgica o ion biolégico se selecciona de a) o b):

a) la molécula bioldgica o el ion biolégico se selecciona del grupo que consiste en albuminas, lisozima, virus,
células, y-globulinas de origen humano y animal, inmunoglobulinas de origen humano y animal, proteinas de origen
recombinante o natural, polipéptidos de origen sintético y natural, interleucina-2 y su receptor, enzimas, anticuerpos
monoclonales, tripsina y su inhibidor, citocromo C, mioglobina, mioglobulina, a-quimotripsinégeno, interleucina
humana recombinante, proteina de fusion recombinante, productos derivados de acidos nucleicos, ADN de origen
sintético y natural, y ARN de origen sintético y natural; o

b) la molécula biolégica o ion bioldgico es lisozima, higG, mioglobina, albimina de suero humano, inhibidor de
tripsina de soja, transferrina, enolasa, ovoalbumina, ribonucleasa, inhibidor de tripsina de huevo, citocromo c,
Anexina V, o a-quimotripsinégeno.
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Figura 5A

igura 5B
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Figura 6
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Figura 8A

Figura 8B
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