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RESUMEN

La separacion de especies qufrnicas de gran camano como las proretnas. el ADN, los
polisacaridos, las celclas, esta romando una importancia indiscutible tanto en el campo
de las aplicaciones industriales, como en el campo de la investigaci6n fundamental. La

fuerza de la biorecnolcgla y de las ciencias biornedicas esta centrada en su capacidad
de innovacion, en la cual, las tecnicas de anal isis, de separaci6n y de purificacion juegan
un papel capital. A pesar del enorme progreso de [a cromaeografla de alto rendimiento
y de sus diferentes subtecnicas en materia de separacicn de pequeftas y medianas mo-
leculas, dichas recnicas resultan inadecuadas para la separaci6n y el analisis de grandes
especies qufrnicas, jusramenre por el tarnario de estas ulrimas. Presentamos aquf los
fenomenos mas importance inherentes al anal isis y ala separaci6n de macromoleculas ,
partrculas y celulas. Dichos fenomen os deben ser estudiados principal mente desde el
punco de vista de la mecanica de f1uidos, de la fisicoqufmica y de [a quimica analltica.
Hacemos particular enfasis en la separacion de objetos mas grandes que una micr6me-
tro, a traves de la presemacion de dos tecnicas poco conocidas, perc de gran potencial:
el Fraccionarniento Campo-Flujo, FFF, y el Split-Flow Thin Cell Fractionation, SPLITT.
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ABSTRACT

Separation of big chemical species, like proteins, DNA, potysaccarides, biological cells,
is ubiquitous in industrial applications and fundamental research. Progress in biotech-
nology and biomedical engineering need to make appeal to separation sciences for
developing new products. Although big progress have been made by the chromatography
and its related techniques concerning the separation of small and intermediate mol-
ecules, those techniques are nevertheless inadequate for fraction-ating and analyzing big
species. In this paper we present the main phenomena implied in the separation process
of macromolecules, particles and biological cells. Those phenomena have to be investi-
gated by means of the fluid mechanics, the physical-chemistry end the analytical chem-
istry. We emphasize on separation of species bigger than one micrometer, by consider-
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ing two not still very well known techniques, but with high developing potential: the
Field_Flow Fractionation, FFF, end the Split-flow Thin cell fractionation, SPLITT.

Kew words: hydrodinamics, sepration, FFF, SPLITT, macromolecules.

INTRODUCCI6N

La separacion y [a caracterizacion de especies qufmicas es fundamental en procesos
de produccion recnologica tan variados como la industria farm ace utica, agroalimen-
ticia, biorecnologica y biomedica. Las ciencias de la separacion engloban un gran
ncmero de procesos que han sido desarrollados principalmente dentro del marco de
la qufrnica analftica. ASI, la cromatografla, la elerroforesis y orros procesos de separa-
cion y de caracterizaci6n de especies qufmicas, han tenido un desarrollo impresionan-
te en los ultimos cincuenta afios. Actualmente ninguna industria qufmica puede eludir
el anal isis cromarografico. Cada producro que existe debe ser analizado. Adernas, una
multirud de analisis son necesarios cotidianarnente, ya sea en el estudio del dopaje de
deportistas, en e! control in situ de producros suceptibles de pasar por los aeropuertos
como explosivos, drogas, etc. La cromatograffa es una tecnica capaz de separar yana-
lizar especies qcrmicas de pequefia masa molecular. Esto es debido a que la separaci6n
se Ileva a cabo en una columna Ilena de pequeaas partfculas de silicio compactadas,
Hamada rase estacionaria, que dejan muy poco espaco para que gran des molecules.
transportadas por un solvente Ilamado fase movil, puedan atravesarla. En este media
poraso,o mas exactarnence. de doble porosidad ya que las partlculas son, elias mismas,
porosas, las moleculas sufren esfuerzos elongacionales que las rompen cuando son muy
grandes. Entonces, la caracrerizaci6n de polrmeros. de grandes prorefnas. de partfcu-
las coloidales, de celufas, en fin, de grandes especies qufrnicas, no puede beneficiarse de
la cromarograffa, Ilamada ahara, de alto rendimienro (HPLC, high performance liquid
chromatography). La electroforesis, ta cromatografla de exclusion esterica a size exclusion
chromatography, SEC, la cromatografla sobre gel 0 gel permeation chromatography, GPC,
permiten ir mas lejos en masa molecular que la cromarografla en fase Ifquida tradi-
cional. Sin embargo, mas alia de masas moleculares del orden de un mil16n de daltons,
cualquier fase estacionaria, par ejemplo, un gel de la GPC u otros tipos de fases en elec-
troforesis, puede romper las macromoleculas a no deja pasar las partfculas. Entramos
entonces en otro dominio de las ciencias de la separaci6n donde la fisicoqulmica de la
materia colo ida I y la hidrodinamica juegan un papel fundamental. Es en este dominio
de tallas de objetos nos situaremos, es decir, trataremos de mostrar los elementos que
forman la base de la separaci6n de macromoleculas, coloides y partfculas de talla
microsc6pica, haremos mas enfasis en los objetos cuyo tamano es mayor que un micr6-
metro. En esta categorfa se siruan las partfculas rfgidas como las de silicio, latex, almi-
d6n, polen, meralicas; partfculas deformables como gotas de una emulsi6n no coloidal
y celulas de todo tipo. La necesidad es separar, caracterizar y preparar suspensiones y
emulsiones 10 mas monodispersas posible, es decir, de una sola talla. Par ejemplo, es
indiscutible y los metodos de separaci6n eficientes, poco costosos y faciles de urilizar
son aun muy escasos. Actualmente un gran rete en el area de la biomedicina es poder
diagnosticar en forma precoz el cancer y el de separar celulas cancerosas de una muestra
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de sangre que tiene muy pocas de estas celulas malignas; otro ejemplo es el de poder
separar facilmente in situ los dos tipos principales de la bacteria Escherichia coli. Hay
muchos ejemplos de la necesidad de separar bacterias, ADNs, celulas infectadas con
parasites, que justifican una investigacion profunda y una inversion economica y hu-
mana en este campo.

La separacion de grandes especies qufmicas es adem as, un vasto campo multidiscipli-
nario por excelencia. Asf, la qufmica, la fisica, la rnecanica, la hidrodinarnica y la bio-
logfa se encuetran estrechamenre relacionadas. Por esta raz6n el desarrollo es aun
lento pues no es facil encontrar los laboratorios adaptados ni suficientes especialiscas
para desarrollar este difkil pero fascinante campo de la investigacion. Esta revisi6n
pretende dar pistas que permitan apreciar la intervenci6n de uno de los campos que
necesiran ser desarrollados en materia de separacion: la mecanica de fluidos. EI cbje-
tivo principal de esta revision es mostrar el rol de la mecanica de fluidos en los procesos
de separacion, es decir 10 enfocaremos desde el punto de vista de la flsica buscando
sensibilizar al mismo tiempo a los biclogos. Tratarernos par un lado los aspectos de la
separaci6n anahtica, 0 sea la separaci6n con fines de analisis de muestras, y por otro
lado, los aspectos ligados a la separaci6n en continuo de tipo preparative 0 sea aquella
utilzada para preparar productos derivados de la biotecnologra. Entre los rnerodos mas
usados en materia de aislamiento y separaci6n de especies biologicas podemos men-
cionar (ciertos metod os escan desarrollados en Garda et at., 1999, y Recktenwald y
Radbruch, 1998): la centrifugaci6n, [a elutriaci6n, la citometrfa de flujo, la filtracion
con membranas y otras variantes de las primeras que tienen que ver con la filtraci6n
tangencial. gradientes de Percoll. Para cornpletar la tista podemos mencionar las sepa-
raciones que utilizan campos electricos como la elecrroforesis que separa protefnas y
ADNs y la dielectroforesis para las celulas: campos magneticos como la magnetoforesis
empleada en la separaci6n de celulas sangufneas; campos acusticos 0 acustoforesis que
comienza a dar resultados en separaci6n celular, tam bien acoplamientos diversos pue-
den establecerse entre todos los metodos mencionados y de hecho, las tecnicas de se-
paraci6n se desarrollan enormemente alrededor de dichos acoplamientos entre cam-
pos y flujos. EI objetivo de esta revisi6n no es el de exponer las diferentes tecnicas sino
el de presentar los principales conceptos de base de la separaci6n de grandes especies
qufmicas a traves de la introducci6n de dos tecnicas de separaci6n poco conocidas
perc con enorme potencial: el Fraccionamiento Campo-Flujo (FFF) y la tecnica de
Split-flow fractionation, SPLITT. Tambien pasaremos en revista los efectos hidrodina-
micos ligados a la separaci6n analftica y preparativa de grandes especies qufmicas.

FEN6MENOS L1GADOS A LA SEPARACl6N DE GRANDES ESPECIES QUfMICAS

L1amamos grandes especies qufmicas a las macromoleculas de masa molecular superior
a 50.000 daltons, y los objetos rfgidos 0 deformables cuya talla comienza a nivel del na-
n6metro (10-7 cm). La figura 1, que muestra un tablero de tallas de diferentes com-
puestos biol6gicos nos da una idea de donde nos podemos situar desde el pumo de
vista del tamano de grandes especies qufmicas. Dentro de la categorfa de las macro-
moleculas, encontramos los polrmeros como de poliestireno 0 de policlorura de vinilo,
el ADN, las prote(nas, los polisacaridos. Las partfculas coloidales son en general mas
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pequerias que un micr6metro (104 cm). Dentro de esta caregorra podemos citar las par-
nculas de latex de poliestireno, de silicic coloidal, las parnculas rnagnericas que compo-
nen los ferrofluidos, las microemulsiones, las lIamadas micropartfculas que son expulsa-
das per algunas celulas sangujneas como signo de ciertas patologtas. etc. Estas dos
caregonas de objetos supermoleculares tienen en comvn que estan animadas del movi-
miento Browniano que caracteriza el fenomeno lIamado difusi6n. Los objeros de talla
superior al micr6metro como las celulas. las vesiculas 0 las gotas de ciertas emulsiones,
forman parte de la especies qufmicas de gran interes en materia de separaci6n.
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Figura 1. Tamano de algunos componentes biologicos de inreres.

Fenomeno de difusi6n brownian a y separacion. EI movimiento Browniano es aquel
que es transmitido por un llquido en reposo rnac.oscopico, pero cuyas rnoleculas es-
tan en permanente agitaci6n rerrnica, a paruculas 0 macrornoleculas que escan sus-
pendidas en el. Los choques aleatorios de las moleculas delllquido sobre la superficie
de las partfculas provocan en elias, de igual forma, movimientos alearorios. EI despla-
zamiento neto de las partlculas en suspension esta gobernado por una ley que esta-
blece que la discancia, I, Ilamada longitud de difusi6n; recorrida por ta parttcula es
proporcional a la rafz cuadrada del tiempo, t. Esta relaci6n caracteriza todo proceso
difusivo. Asf, se define el coeficiente de difusion, 0, a partir de la constance de propor-
cionalidad de la ecuaci6n:

I~ (2Dt)'" (1)

EI coeficiente de difusi6n 0, esta directamente relacionado con el tamano de las
macromoleculas y de las partfculas por medio de la relaci6n de Stokes-Einstein:

o ~ kTj3rrryd (2)

Donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura en grados Kelvin, '11 es la vis-
cosidad del Hquido y d el diametro de las partkulas. En el caso de partfculas s61idas



Acta Biol6gicaColombiana, Vol. 8 No. 1,2003 15

y el factor 3rt: es de caracter geometrico el cual cambia segun la forma 0 la deforma-
bilidad del objeto. En el caso de las macromoleculas dicho factor tiene otra forma que
considera la masa molecular y el diamerro de giro propio a cad a macromolecula en un
solvente precise. La difusi6n asf presentada, Ilamada autodifusi6n, es valida para una
partfcula suspend ida en un lfquido en reposo. Pero la difusion puede tam bien ser consi-
derada en el caso de una suspension de partfculas de una soluci6n de macromoleculas.
En ese caso, las partfculas en difusi6n interactuan por medic de choques 0 simplemente
por interaccion hidrodinamica 0 sea por medio de perturbaciones a traves del fluido.
La difusi6n como fen6meno colectivo tiende a homogeneizar una suspensi6n. Asf,
cuando en una suspension existen zonas mas concentradas que otras, las partfculas
tienden a migrar de las zonas mas densas hacia Ia menos densas hasra homogeneizar
la suspensi6n. Cuando el fen6meno es colectivo, la difusi6n se llama difusi6n de Fick.
La ley de Fick nos describle esre fenomeno bajo la forma de la ecuacion de difusi6n:

J~ DgradC (3)

Dondej, es el flujo 0 sea el volumen de partrcufas que pasan por unidad de tiempo a
traves de una superficie y grad C, el gradiente de concentracion, estas son cantidades
vectoriales. EIcoeficiente de difusi6n en este caso es el mismo que Ie precede solo en el
caso de suspensiones diluidas, 0 sea, C«1% en fraccion volumetrica. En el caso de
suspensiones concentradas, el coeficiente de difusi6n es una funcion mas 0 men os com-
plicada de la concenrracion. La ecuaci6n (2) nos dice tam bien que 0 depende de la
viscosidad del lfquido y del tamafio de las parcculas. esto hace que el coeficiente de
difusi6n pueda considerarse como un pararnetro fisicoqufmico que caracteriza las es-
pecies qufmicas y pueda ser por consiguiente utilizado como parametro selective de
separacion en el caso de especies brownianas. Esto quiere decir que un mecodo de se-
paraci6n de coloides (que asociaremos aquf a las especies brownianas) debe poder
diferenciar especies que tengan diferente coeficiente de difusi6n.

iCUando entra en juego la mecanica de fluid os? Veamos mas de cerca 10 que significa
la difusi6n en los Hquidos a partir de la ecuaci6n (2). EI numerador es la energfa de agi-
taci6n termica de las moleculas del Ifquido suspendente. Con esta energfa la partfcula
debe abrirse paso en el fluido el cual ejerce una resistencia. EIfen6meno disipativo pro-
vocado por esta resistencia esta ligado a la viscosidad del Ifquido, por eso encontramos
en el denominador la viscosidad, cuyas unidades en el sistema cgs son: [g cm-1 s·T Ade-
mas, mientras mas grande sea la partlcula mas fluido debe desplazar en su movimiento
y la resistencia aumenta, vemos entonces que d se encuentra tam bien en el denomi-
nador. Es uti I recordar la fuerza de fricci6n Frque ejerce un I(quido al movimiento de
una partfcula desplazada por una fuerza F:

Fr ~ 31t1)dU _ dU/M (3)

Donde U es la velocidad constante a la cual se desplaza la particula. M es la mobili-
dad de la partfcula. Esta ecuaci6n demostrada por G. Stokes, fisico ingles de fines del
siglo XIX, es valida para todo tipo de partfculas brownianas 0 no. Cuando una par-
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ttcula se desplaza en un lrquido en reposo 0 en movimiento y dicho Ifquido ejerce pre-
siones y esfuerzos sobre la superficie de la partfcula, [a hidrodinamica entra en acci6n.
Asi, la separacion de dos cipos de partfcula es posible cuando dichos esfuerzos son
diferenres para cada una. Un ejemplo conocido es la centrifugacion. La velocidad de
sedimentacion U, de una partfcula en un lrquido viscose esta dada por la ecuaci6n:

u. ~~pGd'/ 18'1 (4)

Donde ~p es la diferencia entre Ia densidad de la partfcula 0 de una celula sangufnea,
por ejemplo, y el hquidc que la suspende. G es la aceleracion del campo gravitacional,
cenrrrfugo, magnetico, etc. Esta ecuaci6n se obtiene considerando los esfuerzos sobre la
partfcula y el resulrado muestra una funcion del cuadrado del diamerro de la misma.
Dos partfculas de tamafio diferente sedimentan a velocidad diference y podran ser
separadas. En una suspension bidispersa, es decir, compuesta de partfculas de diferente
diamecro 0 densidad, la separaci6n se puede hacer por simple sedirnenracion 0 centrifu-
gaci6n. Este metodo es muy utilizado en biologra: varies para metros pueden ser modifi-
cados, por ejemplo, la densidad del medic creando gradientes de Percoll para separar
en funci6n de la densidad. EI Percell es una suspension browniana concentrada en la
cual un perfil de concentracion creado por la competencia entre la convecci6n (Ia sedi-
menracion) y la difusi6n, crea gradienres de densidad en una columna. Las celuias en
sedirnentacion en dicha suspension coloidal se acumulan en los niveles don de su densi-
dad coincide con la densidad local del Percell, punto isoprcnico. Este ejemplo muestra
un acoplamiento entre la fisicoquimica" la difusi6n, y la mecanica de fluidos, la sedi-
mentacion con fines separativos. Veremos a continuaci6n c6mo separar especies aco-
plando un campo de fuerza.

HIDRODINAMICA Y SEPARACl6N

Tenemos que aclarar que cuando se trata de metodos analrticos, el concepto de separa-
ci6n parece bien claro ya que el metodo de «elucion" empleado por la cromatograffa
muestra bien una mezcla inyectada en una columna y una serie de picos de absorci6n
que salen 0 "eluyen" de la columna en tiempos diferemes. En general un detector ultra~
violeta 0 un refract6metro se usan en linea a la salida de la columna cromatografica.
Los picos son la manifestacion de los componentes individuales bien separados que pa-
san por la vemana del detector y el tiempo de residencia 0 de eluci6n; y esta ligado a la
naturaleza del componente. La solucion molecular es considerada como monodispersa,
es decir, que las pequenas moleculas tienen la misma masa molecular y esto hace que
los picos sean bastame angostos permitiendo definir asi un tiempo preciso de eluci6n
para cad a componeme. Con la ayuda de tab las de calibraci6n de las columnas croma-
tograficas se puede determinar el componente cuando solo se conoce el tiempo de elu~
ci6n. Aquf comenzamos nuestro anal isis que diferencia la separaci6n de pequenas mo-
leculas de la de grandes especies qurmicas. En realidad un pico de eluci6n cromatogra-
fico no es infinitameme fino sino que tiene un cierto ancho. EI ensachamiento del pico
obedece a un fen6meno Ilamado dispersi6n hidrodinamica. En canales de separaci6n
sin fase estacionaria donde un Ifquido vector transporta las especies que se pretenden
separar, se presenta un fen6meno similar de dispersion hidrodinamica, pero a este se Ie
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suma un efecto de colisiones entre las partrculas y un efecto de inreraccion hidrodinami-
ca. Todo esto complica la tarea de separar, por ejemplo, celulas sangurneas en continuo.

Dispersi6n hidrodinamica {Dispersion de Taylor). Ya hemos hablado del proceso de
difusi6n browniana en el cual macromoleculas 0 partfculas suspendidas en un lfquidc
poseen un movimiento errarico inducido unicamenre por los innumerables choques de
las molecutas del solvente en permenente agitacion rerrnica. Se trata en este caso de la
suspension en reposo en un recipiente. (Que pasara entonces, si la supensi6n fluye en
un canal, es decir, ademas del movimiento browniano las partrculas en suspension se
encuentran en un campo de velocidades? La pregunta mas concreta es: (c6mo es el aco-
plarniento difusi6n-convecci6n? EI campo de velocidades de un fluido en movimiento
bajo un gradiente de presion en un conducto de seccion circular 0 rectangular es de tipo
parabolico 0 "perfil de Poiseuille". La caracrerfscica es que la velocidad dellfquido en las
paredes del conducto es nula y dicha velocidad aumenta en torma parab61ica basta
alcanzar la velocidad maxima en el centro del canal. La velocidad media en un canal de
secci6n circular es la mitad de la velocidad maxima, mientras que la misma velocidad
en un canal de secci6n rectangular es dos tercios de la velocidad maxima. Si en un sepa-
rador inyectamos un pulse de suspensi6n (un pequeno volumen, por ejemplo, 25 ~l en
un canal de volumen 500 ~I, pero de un espesor muy fino de 100 urn). las partfculas
tienden a seguir las hneas de corriente del flujo y as! adoptar la forma del perfil de velo-
cidades. Es evidente que este campo de velocidades crea inhomogeneidades tranversales
de concentraci6n que van a generar un proceso de difusi6n cuya tendencia es de homo-
geneizar la zona, es decir, hacer que la concentraci6n sea la misma en el espesor. La zona
inicial que era muy angosta se ensancha y la distribuci6n rendera, al cabo de un tiempo,
a adoptar una forma Gausiana como 10 indica la Figura 2. EIpica sufrira entonces dos
procesos, uno de difus6n transversal al flujo, y un proceso de ensanchamiento axial pro-
ducido por el perfil de velocidades. Este proceso conjunto es llamado "dispersion de
Taylor", descriro por primera vez por Charles Taylor, flsico ingles. en los afios 30. Este
proceso es fundamental en separaci6n, pues en funci6n del ensanchamiento de la ban-
da para diferentes especies, se pod ran separar dos componentes de una mezcla.

~··..··Il··
Figura 2. Dispersion de Taylor. Una nube de partrculas ocupan un espacio angosto a la entrada del
canal. EI perfil de velocidades es parab6lico. La nube de partfculas se ensancha tendiendo a una
concentraci6n Gaussiana.



, 8 Revision - Seporoci6n hidrodindmica de mocromoleculos, portfwlos y celutas. Hoyos

Acoplamiento con un campo de fuerzas, recnica FFF. Si las partrculas 0 las macromo-
leculas tienen un coeficiente de difusi6n muy grande, es decir, que toda inhomoge-
neidad en concentracion creada por el flujo parabolico es compensada rapidarnente
por la difusi6n, 0 en todo caso, rapidamene comparado con el tiempo caracterfsrico
del flujo, 0 si las especies estan uniformemente distribuidas en el canal a la entrada,
su vetocidad va a coincidir con la velocidad media del flujo. En estas condiciones
ninguna separaci6n en funci6n del coeficiente de difusion podra hacerse puesto que
todas las rnoleculas 0 partfculas viajaran con la misma velocidad en el canal. La sepa-
raci6n puede lograrse cuando un campo de fuerza transversal al flujo es aplicado. Se
considera que la separaci6n se realizara en un canal de tipo "Hele Shaw" es decir, una
celda de seccion transversal rectangular mucho mas ancha y larga que gruesa. Las di-
mensiones trpicas de canales existences estan comprendidas entre 1 y 4 cm de ancho,
5 y 100 cm de largo y 50 Y300 11mde espeso. Aquf el tercer elemento de acoplamiento
aparece y es el efecco convectivo del campo de fuerzas el cual puede ser centrffugo, elec-
trice, rnagnecico, erc.. y que va a dirigir las especies hacia una de las paredes del canal
Ilamada pared de acumulaci6n, creando una inhomogeneidad transversal de con-
centraci6n suplementaria. En esre caso, sera esa inhornogeneidad creada par el campo
quien permitira la separacion. Cuando la fuerza termodinamica de difusion se equili-
bra can la fuerza convectiva del campo, un perfil de concentracion de equilibria, perfil
de Boltzmann, se crea; es un perfil que decrece en froma exponencial a partir de la pa-
red de acumulaci6n. Una vez el equilibria de sedimentaci6n es alcanzado, la nube de
partrcvlas puede desplazarse a 10 largo del canal a velocidad constance. La velocidad
es funci6n de la posicion en el espesor del centro de graved ad de la nube. Aquf en-
contramos el acoplamiento can el perfil de velocidad: especies de tamanc diferente tie-
nen coeficiente de difusion y velocidad de sedimentaci6n diferente, par 10 tanto, la dis·
tancia media a la pared de acumulaci6n y la velocidad axial media van a ser diferentes,
como 10 indica la Figura 3.

t Campo de fuerza
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Figura 3. Esquema de la separaci6n de especies brownianas en un canal de FFF. Las partrculas a tiene
un coeflciente de difusi6n menor que las especies b. EI centro de gravedad de la nube b esta mas
alejado de la pared de acumulaci6n y debido al perfil de velocidad transitan mas r<1pido en el canal
que las particulas a.
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La separacion axial aparece entonces y las especies saldran del canal en ciempos dife-
rentes. EItiempo de residencia estaligado al coeficiente de difusion por medio de cierras
relaciones rnaternaticas simples que no seran enunciadas aquf. Esta tecnica de separa
cion es Ilamada Field-Flow Fractionation, FFF, que traduciremos como Fraccionamienro
Campo-Flujo. La FFFes una familia de metodos analtticos de separacion inventados por
j. Calvin Giddings, Profesor de la Universidad de Utah, en los afios 60 (Giddings, 1966).
Los campos mas utilizados son el gravitacional ccntnfirgo 0 multigravitacional, el campo
creado por un gradiente de temperatura que permite la determinacion del coeficiente
de difusi6n termica y un campo hidraulico creado por un flujo transversal. Este rnetodo
de separaci6n es analftico ya que permite la identificaci6n de especies como la crorna-
tografia tradicional, inyectando una pequena cantidad de solute y observando a traves
de detectores ultravioleta los picos de retenci6n. Vemos que esce metodo no utiliza sino
un canal sin fase estacionaria 0 sea que las especies, por grandes que sean, evidence-
mente dentro de los lfmites geomerricos fijadas por e! separador, pasan sin ser degrada-
das. Dentro de la aplicaciones de la FFF podemos citar el anal isis de contaminantes del
agua, caracterizando las partfculas coloidales que transportan microorganismos en los
rfos (Contado et al., 1997); el anal isis de polimeros de masa molecular muy elevada
(Martin et al., 2002); el analisis de prorefnas (Levin et aI., 1989); el anal isis de macromo-
leculas del vino (Godoy, 2002).

Caso del flujo de partfculas no-brownianas. La celulas esran consideradas entre las es-
pecies no-brownianas a las cuales hacemos referencia aqur. Recordemos que los objetos
no-brownianos son aquellos cuyo coeficiente de difusion es despreciable. ~Que enten-
demos por despreciable en esre contexte? Miremos algunas magnitudes carcterfsticas:
una molecula pequena, por ejemplo la urea, (no es muy claro si se puede considerar a
la molecula de urea como una molecula browniana, no podemos entrar en detalles por
el momento), tiene un coeficiente de difusi6n alrededor de 0-10-5 crn1/s, esto quiere
decir que en un segundo, la mo!ecula se desplaza de acuerda can la ecuaci6n (1) de una
distancia 1-45 IJm; para una protefna can un 0-10.8 cm2/s, 1-1.5 ~m; para una partkula
de latex de 0.24 ~m, 0-210-8 cm2/s, 1-2 ~m; finalmente, si caculamos 0 con la ecuaci6n
(2) para un globulo rojo tomando como diametro medio 5 IJm, obtenemos 0-5 10_10

,

1-0.3 ~m 0 sea de 1/15 de su propio diametro. Esto quiere decir que, para ver despla-
zada una celula, gracias unicamente a su movimiento browniano, una distancia carac-
terlstica del diametro de una pequeAa arteria de 200 IJm, se necesitan al rededor de 9
d'as. EstD implica un desplazamiento imperceptible a la escala de cualquier tiempo ca-
racterlstico de separaci6n. Las celulas no son por 10 tanto consideradas como brownia-
nas. Por consiguiente, la separaci6n por medio de la tecnica FFF no utiliza el mecanismo
de difusi6n para separar dichas especies sino que utiliza otro principia hidrodinamica
Ilamado mecanismo de focalizaci6n. Tenemos que seAalar que este tipo de separaciones
se realizan en flujos a bajo numero de Reynolds. Este numero sin dimensiones carcteriza
los fluidos viscosos donde no existen flujos turbulentos. Los flujos viscosos son lIa-
mados laminares. EI numero de Reynolds esta definido como: Re=pUL/ll, donde p es
la densidad del Ifquido, U la velocidad carcterlstica del Ifquido 0 de la partlcula y Luna
dimensi6n caracterfstica del canal 0 de la partlcula. EIflujo es considerado como laminar
cuando Re<1. A la base de este mecanismo de focalizacion hidrodinamica se encuentra
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un tipo muy particular de fuerza de origen hidrodinamicc Hamada fuerza de sus-
tentacion, mas conocida como lift force. La fuerza de sustentacion hidrodinarnica a la
que hacemos referencia es de origen inercial yes de naturaleza muy diferente de la fuerza
de suscencacion que hace volar los aviones. Ella actua sobre partfculas que se desplazan
paralelamente en Ja vecindad de una pared. Asf, una celuta arrastrada por el flujo san-
gurnee en una arteria, experimenta una fuerza que la repele de la pared; la celula seguira
una trayectoria que la conduce a una posici6n de equilibrio que se situa en un punto
interrnedio entre el centro del eje de la arteria y fa pared. Este fen6meno es conocido en
hemodinamica como efecto Faharecus-Linqvisr. EI mecanismo de sustentaci6n explica
el por que la sangre, siendo una suspensi6n concentrada, fluye tan facilmente. Todos
estes problemas que tienen que ver con el flujo sangumeo son tratados par la rama de
fa mecanica de rnedios con-tinuos lIamada bioreologla. La fuerza de sustentaci6n Fs, es
funci6n del camano de la cetula, de su distancia a la pared y de la velocidad media del
flujo. La relacion ceorica, que necesita desarrollos rnarernaricos bastante elaborados
(Ho y Leal, 1974, Vasseur y Cox, 1976), es la siguiente: i s ~d'<v>' F(B}/w'. F(B) es una
funci6n decreciente compficada de la distancia 0, a la pared. La frgura 3 muestra fa
trayectoria de una partfcula de 5 IJm en un canal de FFF. La posici6n de equilibrio se
ve c1aramente. En la Figura se considera la parttcula sin peso aparente. iC6mo se efectua
la separacion? Pensemos en celulas que sedimentan en el canal y al mismo tiempo son
Hevadas per el flujo. La fuerza de sustentacion se opone a la sedimenracion y la partfcula
se equilibra en una posicion en el espesor que depende de su tamafio como 10 indica la
ecuacion (4), la sedimentacion depende del tamafio al cuadrado. De esta forma, como
la posici6n de equilibrio es diference en el espesor para partfculas diferentes. acoplada
con el perfil de velocidad, la velocidad axial de cada especie es diferente y pod ran ser
separadas a 10 largo del canal. La teorfa de [a fuerza de sustemaci6n esta bien esta-
blecida para una partlcula rlgida y esferica en un Ifquido viscoso, perc cuando se trata
de un celula que no es esferica y ademas es deformable, no existe ninguna teoria que
permita predecir la trayectoria analoga a la de la figura 4. Igualmente no existe teorla
aJguna que tenga en cuenta las fuerzas cuando se trata de una suspensi6n de partfculas
ode celulas en interacci6n. Los efectos hidrodinamicos colectivos los trataremos en la
secci6n siguiente, consagrada a la separaci6n en continuo de celulas y partkulas.

0.15

0.1 - - .• - -. -- -. - .-- -.-- -. - -. - ._.- •.. - --

0.05 - .-;:.;;.,:,.:,,~.:~~:~~:,..

o ..
o 2 4 6 8 10 12

L(cm)

Figura 4. Trayectorias calculadas te6ricamente de partfculas que parten de diferentes posiciones en
el espesor normalizado x/w, de un canal de FFF, provocadas par las fuerzas de sustentaci6n. L es la
longitud del canal. La particula esta a la escala de una partfcula de 10J.lmen un canal de 100J.lm.
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SEPARACl6N HODRODINAMICA EN CONTINUO DE SUPERMOLECULAS, TECNICA SPLITT

Acabamos de ver en forma muy resumida la tecnica de separacion analftica FFF. lnspira-
dos en dicha recnica, icomo podriamos realizar en forma similar separaciones en conti-
nuo con el fin de preparar productos? Calvin Giddings siguiendo su misma vision de la
separacion de grandes especies qufmicas, propuso en los afios 80 un merodo de separa-
cion en continuo que Harne Split-flow Lateral Transport Thin Cell Fractionation, SPLITT

(Giddings, 1985). EIseparador es del mismo tipo que el de la FFF,es decir, un canal fino
don de un f1ujo transporta axialmente una muestra. Igualmente, un campo de fuerza
transversal actua sobre las especies que componen la muestra. Pero can el fin de obce-
ner un dispositive que pueda trabajar en continuo, la celda posee dos entradas y dos
salidas que permiten, gracias a un divisor de f1ujo tanto a la entrada como a la salida,
inyectar de manera independiente y sirnultanea, e! lfquido vector y la muesrra. En la fi-
gura 3 podemos observar un esquema del funcionamiento de este metodo de separa-
cion. Las suspension de partfculas 0 la soluci6n de macromolecutas es inyecrada por la
entrada a' y elhquido vector por la entrada b'. La diferencia de los dos f1ujos lIeva a una
configuracion tal que las partrculas son obligedas a comenzar su rnigracion axial en la
vecindad de la pared dellade de la inyeccion. Una vez en el canal.Ia partfculas com len-
zan a sedirnentar en el espesor de la celda. Las partfculas cuya velocidad de sedimenca-
cion es mayor, alcanzaran mas facilmente la salida marcada b, opuesta a! punto de
inyeccion. Con e! fin de seleccionar adecuadarnente la especie que desearnos evacuar
por cad a salida, debemos manipular en forma muy precisa los f1ujos. Ast, si aspiramos
lfquido por la salida a can un caudal mas grande que aquel can el que inyectamos la
muestra en a', crearemos, como 10 indica la figura, una zona virtual lIamada zona de
transporte, en la que las partfculas que logren atravesar dicha zona antes de alcanzar el
divisor de flujo de la salida, pod ran ser evacuadas por la salida b. Este metodo de sepa-
racion es de tipo binario ya que se tienen solo dos salidas. Asl, si tenemas, por ejemplo,
una muestra de celulas de tamano diferente y deseamos eliminar las mas grandes a
partir de un clerto tamano, se uriliza la relacion matematica:

d, ~ {(Qa-Qa')/ "'pgLB 18T\J'" (5)

Donde de es el diametro hidrodinamico cdrico a partir del cual las celulas seran colec-
tadas por la salida b. B Y L son respectivameente el ancho y el largo del canal. Por la
evacuacion a, saldra la fraccion compuesta de las celulas mas pequenas que el diametro
crltico. La tecnica de SPLITT tiene una gran ventaja con respecto a las existentes ya que
no utiliza membranas de filtracion 0 de dialisis para efectuar la separacion. La zona de
transporte gobernada por los flujos juega el papel de una membrana y el espesor de la
zona es analoga a la porosidad de una membrana virtual. Este metodo es eficiente-
mente usado sobre todo en estudios relacionados con la contaminacion (Contado etal.,
1997), mlentras que en 10relacionado con separaciones de celulas, solo un dispositivo
de tipo SPLITTque utiliza un campo magnetico eXlste (Zborowskl etal., 1997, Hoyos et
aI., 2002), aun cuando ciertas separaciones fueron logradas en un sistema de SPLITT
gravitacional (Zhang et aI., 1994). EI dlspositivo de SPLITT magnetico no es por el mo-
mento completamente operacional ya que las aplicaciones coni levan problemas hidro-
dinamicos suplementarios comparados can las aplicaciones al medio ambiente.
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Figura 5. Esquema (escala no considerada) de la celda de SPLITT.

Tomando como ejernplo las separaciones rnagneticas, podemos analizar la hidrodina-
mica que esta implicada en el proceso de separaci6n en continuo. La separacion de
celulas madres hematopoyeticas por medic de la tecnica de SPLITT megnerica. se rea-
liza en un canal axi-simecnco compuesto por dos cilindros coaxiales. EI campo magne-
tico es aplicado de tal forma que las celufas magnetizadas son desviadas radial mente.
Unicamente las celutas hematopoyeticas de la suspensi6n son marcadas con partrculas
superpararnagnencas gracias a una interacci6n espeofica anugeno-anticuerpo. En el se-
parador, las celulas magnetizadas son desviadas hacia la salida opuesta a la inyecci6n,
rnientras que las no marcadas no deben en principio ser desviadas. Las celulas hemato-
poyeucas pueden est ser aisladas y seleccionadas para ser utilizadas con fines rerapeu-
cicos 0 de diagn6stico. Este tipo de separaci6n es Ilamada inmunomagnetica. Dos efec-
tos hidrodinamicos escan implicados en esre ripe de separaci6n: la difusi6n inducida
por el esfuerzo de corte y al arrastre 0 la craccion hidrodinamica. Los dos efectos son
colectivos. Entendemos por colectivos, los efectos que implican muchas parcrculas en
ioreraccion. La difusi6n hidrodinamica inducida por el corte (Leighton y Acrivos, 1986
Y 1987) esca ligada al flujo de un grupo de parnculas en un campo de velocidades. Las
celulas cuando entran al canal son dirigidas por el hquido vector hacia una regi6n
vecina a una de las paredes donde las variaciones 0 gradientes de velocidad son im-
portantes. Las partlculas que se encuentran mas lejos de la pared tend ran una velocidad
mas grande que las que son transportadas mas cerca de la pared. Esta situaci6n en-
gendra choques 0 inceracciones hidrodinamicas entre partfculas generando desplaza-
mientos perpendiculares a la direcci6n del flujo. Este transporte transversal es pura-
mente hidrodinamico y es independiente del campo de fuerza aplicado. La consecuencia
de esta migraci6n no espedfica es que las especies que no estan afectadas por el campo,
pueden contaminar las fracciones que nos interesan. La migraci6n es difusiva pero com-
pletamente diferente de una difusi6n browniana, y esta caracterizada par un coeficiente
espedfico a este tipo de difusi6n. Este efecto, ya conocido en mecanica de suspensiones,
aplicado a la separaci6n, es un tema de investigaci6n actual (Hoyos et at.J 2004). EI ul-
timo efecto al cual haremos referencia es el de arrastre 0 tracci6n hidrodinamica. Este
efecto esta ligado al concepto que ya hemos mencionado: la "interacci6n hidrodinami-
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ca". Una partfcula que se desplaza en un lfquido crea una perrurbacion cuya magnitud
decrece con la distancia. La atenuaci6n de la perturbacicn es lenta y cuando otra par~
trcula se encuentra al alcance de dicha perturbacion, la velocidad de las dos es modifica-
da. Esta inceraccicn vehiculada por ellfquido esra bien determinada por las leyes de la
hidrodinamica. Un ejemplo 10observamos facilmenre cuando vemos que dos parttculas
vecinas sedimentan en un Ifquido a una velocidad que es mayor que [a de una partrcula
aislada. volviendo a nuestro cas a de separacion iomunomagnerica, las interacciones
hidrodinarnicas de arrastre hacen que la separacion se dificulre ya que cuando las celu-
las magnerizadas son desviadas par el campo n-agnerico, arrastran las no magnetize-
das. EIarrasrre no es completo y por eso la mampulacion de flujos tiene que hacerse en
forma muy surd. Los dos efectos son diflciles de controlar; orros dispositivos estan sien-
do estudiados con ese fin y un dispositive de focalizaci6n hidrodinamica esta siendo
desarrollado (Hoyos et al., 2004). Debemos senalar para terrninar, que en el caso de la
separacion y flirracion de cetulas sangufneas, la sangre total es un medio complejo
donde proternas y celulas de varias c1ases cohabitan. EIgran desafio consiste en poder
extraer la c1ase de protefna 0 de celula de una -nuesrra, sin necesidad de rracamienro
previo, sin flitros y sin modificar las concencraciones toleradas.

CONClUSIONES

Los conceptos tratados en esta revision, son bastante conocidos por los flsicos y fisico-
qufmicos dedicados a la mecanica de fluidos. Lo nuevo es el uso de dichos conceptos
par parte de la comunidad de ciencias separacivas. La multiplicaci6n de cecnicas de
separaci6n y de caracrerizacion de especies qufmicas hace que esta rama no sea mas
la exclusividad de la qufmica analftica. Una rama multidisciplinaria aparece donde la
colaboracion de qufmicos, biologos, filsicos e ingenieros debe hacerse en forma utit
y eficaz. Se hizo incapie en el papel que juega la mecanica de fluidos cuando se trata
de la separacion de gran des especies qufmicas y en particular de celulas. Las necesida-
des son inmensas en materia de fraccionamiento y purifiacion. Las tecnicas presen-
tad as, la FFFet la spurr, son particularmente adaptadas para la separaci6n de dichas
especies. Hay que mencionar los avances de la micro y nano tecnologfas en materia de
separaci6n gracias a! desarrollo de la microflufdica y los MEMS (Micro ElectroMecanical
Systems), tema que abordaremos en una publicaci6n futura.
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