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RESUMEN

La separacién de especies quimicas de gran tamano como las proteinas, el ADN, los
polisacéridos, las células, esta tomando una importancia indiscutible tanto en el campo
de las aplicaciones industriales, como en el campo de la investigacién fundamental. La
fuerza de la biotecnologia y de las ciencias biomédicas estd centrada en su capacidad
de innovacién, en la cual, las técnicas de andlisis, de separacion y de purificacién juegan
un papel capital. A pesar del enorme progreso de la cromatografia de alto rendimiento
y de sus diferentes subtécnicas en materia de separacion de pequenas y medianas mo-
léculas, dichas técnicas resultan inadecuadas para la separacion y el analisis de grandes
especies quimicas, justamente por el tamafio de estas ultimas. Presentamos aqui los
fenémenos mds importante inherentes al andlisis y a la separacién de macromoléculas,
particulas y células. Dichos fenémenos deben ser estudiados principalmente desde el
punto de vista de la mecanica de fluidos, de la fisicoquimica y de la quimica analitica.
Hacemos particular énfasis en la separacién de objetos mas grandes que una micréme-
tro, a través de la presentacion de dos técnicas poco conocidas, pero de gran potencial:
el Fraccionamiento Campo-Flujo, FFF, y el Split-Flow Thin Cell Fractionation, SPLITT.
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ABSTRACT

Separation of big chemical species, like proteins, DNA, polysaccarides, 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.

INTRODUCCION

La separacién y la caracterizacién de especies quimicas es fundamental en procesos
de produccién tecnolégica tan variados como la industria farmacéutica, agroalimen-
ticia, biotecnolégica y biomédica. Las ciencias de la separacién engloban un gran
nimero de procesos que han sido desarrollados principalmente dentro del marco de
la quimica analitica. Asi, la cromatografia, la eletroforesis y otros procesos de separa-
cién y de caracterizacién de especies quimicas, han tenido un desarrollo impresionan-
te en los Gltimos cincuenta afos. Actualmente ninguna industria quimica puede eludir
el analisis cromatogréfico. Cada producto que existe debe ser analizado. Ademds, una
multitud de analisis son necesarios cotidianamente, ya sea en el estudio del dopaje de
deportistas, en el control in situ de productos suceptibles de pasar por los aeropuertos
como explosivos, drogas, etc. La cromatografia es una técnica capaz de separar y ana-
lizar especies quimicas de pequefia masa molecular. Esto es debido a que la separacion
se lleva a cabo en una columna llena de pequefas particulas de silicio compactadas,
llamada fase estacionaria, que dejan muy poco espacio para que grandes moléculas,
transportadas por un solvente llamado fase mévil, puedan atravesarla. En este medio
poroso, o mas exactamente, de doble porosidad ya que las particulas son, ellas mismas,
porosas, las moléculas sufren esfuerzos elongacionales que las rompen cuando son muy
grandes. Entonces, la caracterizacién de polimeros, de grandes proteinas, de particu-
las coloidales, de células, en fin, de grandes especies quimicas, no puede beneficiarse de
la cromatografia, llamada ahora, de alto rendimiento (HPLC, high performance liquid
chromatography). La electroforesis, la cromatografia de exclusion estérica o size exclusion
chromatography, SEC, la cromatografia sobre gel o gel permeation chromatography, GPC,
permiten ir mas lejos en masa molecular que la cromatografia en fase liquida tradi-
cional. Sin embargo, mas alld de masas moleculares del orden de un millén de daltons,
cualquier fase estacionaria, por ejemplo, un gel de la GPC u otros tipos de fases en elec-
troforesis, puede romper las macromoléculas o no deja pasar las particulas. Entramos
entonces en otro dominio de las ciencias de la separacién donde la fisicoquimica de la
materia coloidal 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 separacién de macromoléculas, coloides y particulas de talla
microscopica, haremos mas énfasis en los objetos cuyo tamafo es mayor que un micré-
metro. En esta categoria se sitian las particulas rigidas como las de silicio, latex, almi-
dén, polen, metilicas; particulas deformables como gotas de una emulsién no coloidal
y células de todo tipo. La necesidad es separar, caracterizar y preparar suspensiones y
emulsiones lo mas monodispersas posible, es decir, de una sola talla. Por ejemplo, es
indiscutible y los métodos de separacién eficientes, poco costosos y faciles de utilizar
son adn muy escasos. Actualmente un gran reto en el drea de la biomedicina es poder
diagnosticar en forma precoz el cancery el de separar células cancerosas de una muestra
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de sangre que tiene muy pocas de estas células 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, células infectadas con
pardsitos, que justifican una investigacién profunda y una inversién econémica y hu-
mana en este campo.

La separacién de grandes especies quimicas es ademds, un vasto campo multidiscipli-
nario por excelencia. Asi, la quimica, la fisica, la mecanica, la hidrodindmica y la bio-
logfa se encuetran estrechamente relacionadas. Por esta razén el desarrollo es atin
lento pues no es facil encontrar los laboratorios adaptados ni suficientes especialistas
para desarrollar este dificil pero fascinante campo de la investigacion. Esta revision
pretende dar pistas que permitan apreciar |a intervencién de uno de los campos que
necesitan ser desarrollados en materia de separacién: la mecdnica de fluidos. El obje-
tivo principal de esta revisién es mostrar el rol de la mecdnica de fluidos en los procesos
de separacidn, es decir lo enfocaremos desde el punto de vista de la fisica buscando
sensibilizar al mismo tiempo a los bidlogos. Trataremos por un lado los aspectos de la
separacién analitica, o sea la separacién con fines de analisis de muestras, y por otro
lado, los aspectos ligados a la separacién en continuo de tipo preparativo o sea aquella
utilzada para preparar productos derivados de la biotecnologfa. Entre los métodos mds
usados en materia de aislamiento y separacion de especies bioldgicas podemos men-
cionar (ciertos métodos estan desarrollados en Garcia et al,, 1999, y Recktenwald y
Radbruch, 1998): la centrifugacién, la elutriacién, la citometria de flujo, la filtracién
con membranas y otras variantes de las primeras que tienen que ver con la filtracidn
tangencial, gradientes de Percoll. Para completar la lista podemos mencionar las sepa-
raciones que utilizan campos eléctricos como la electroforesis que separa proteinas y
ADNSs y la dielectroforesis para las células; campos magnéticos como la magnetoforesis
empleada en la separacién de células sanguineas; campos acusticos o acustoforesis que
comienza a dar resultados en separacién celular, también acoplamientos diversos pue-
den establecerse entre todos los métodos mencionados y de hecho, las técnicas de se-
paracién se desarrollan enormemente alrededor de dichos acoplamientos entre cam-
pos y flujos. El objetivo de esta revisién no es el de exponer las diferentes técnicas sino
el de presentar los principales conceptos de base de la separacion de grandes especies
quimicas a través de la introduccién de dos técnicas de separacién poco conocidas
pero con enorme potencial: el Fraccionamiento Campo-Flujo (FFF) y la técnica de
Split-flow fractionation, SPLITT. También pasaremos en revista los efectos hidrodind-
micos ligados a la separacion analitica y preparativa de grandes especies quimicas.

FENOMENOS LIGADOS A LA SEPARACION DE GRANDES ESPECIES QUIMICAS

Llamamos grandes especies quimicas a las macromoléculas de masa molecular superior
a 50.000 daltons, y los objetos rigidos o deformables cuya talla comienza a nivel del na-
németro (107 cm). La figura 1, que muestra un tablero de tallas de diferentes com-
puestos biolégicos nos da una idea de donde nos podemos situar desde el punto de
vista del tamafio de grandes especies quimicas. Dentro de la categoria de las macro-
moléculas, encontramos los polimeros como de poliestireno o de policloruro de vinilo,
el ADN, las proteinas, los polisacaridos. Las particulas coloidales son en general mas
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pequefias que un micrémetro (10 cm). Dentro de esta categoria podemos citar las par-
ticulas de litex de poliestireno, de silicio coloidal, las particulas magnéticas que compo-
nen los ferrofluidos, las microemulsiones, las llamadas microparticulas que son expulsa-
das por algunas células sanguineas como signo de ciertas patologias, etc. Estas dos
categorfas de objetos supermoleculares tienen en comin que estan animadas del movi-
miento Browniano que caracteriza el fenémeno llamado difusidn. Los objetos de talla
superior al micrémetro como las células, las vesiculas o las gotas de ciertas emulsiones,
forman parte de la especies quimicas de gran interés en materia de separacién.
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Figura 1. Tamafio de algunos componentes biolégicos de interés.

Fenémeno de difusién browniana y separacién. El movimiento Browniano es aquel
que es transmitido por un liquido en reposo macroscépico, pero cuyas moléculas es-
tdn en permanente agitacion térmica, a particulas o macromoléculas que estdn sus-
pendidas en él. Los choques aleatorios de las moléculas del liquido sobre la superficie
de las particulas provocan en ellas, de igual forma, movimientos aleatorios. El despla-
zamiento neto de las particulas en suspensién estd gobernado por una ley que esta-
blece que la distancia, /, llamada longitud de difusion; recorrida por la particula es
proporcional a la raiz cuadrada del tiempo, t. Esta relacién caracteriza todo proceso
difusivo. Asi, se define el coeficiente de difusion, D, a partir de la constante de propor-
cionalidad de la ecuacién:

I=(2Dt)" (1)

El coeficiente de difusién D, esta directamente relacionado con el tamafio de las
macromoléculas y de las particulas por medio de la relacién de Stokes-Einstein:

D = kT/3rnd (2)

Donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura en grados Kelvin, 1) es la vis-
cosidad del liquido y d el didmetro de las particulas. En el caso de particulas sélidas
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y el factor 3w es de cardcter geométrico el cual cambia segun la forma o la deforma-
bilidad del objeto. En el caso de las macromoléculas dicho factor tiene otra forma que
considera la masa molecular y el didmetro de giro propio a cada macromolécula en un
solvente preciso. La difusién asi presentada, llamada autodifusién, es vdlida para una
particula suspendida en un liquido en reposo. Pero la difusién puede también ser consi-
derada en el caso de una suspensién de particulas de una solucién de macromoléculas.
En ese caso, las particulas en difusion interactdan por medio de choques o simplemente
por interaccién hidrodindmica o sea por medio de perturbaciones a través del fluido.
La difusién como fenémeno colectivo tiende a homogeneizar una suspensién. Asi,
cuando en una suspension existen zonas mds concentradas que otras, las particulas
tienden a migrar de las zonas mds densas hacia la menos densas hasta homogeneizar
la suspensién. Cuando el fenédmeno es colectivo, la difusién se llama difusion de Fick.
La ley de Fick nos describle este fenémeno bajo la forma de la ecuacién de difusién:

J=DgradC (3)

Donde J, es el flujo o sea el volumen de particulas que pasan por unidad de tiempo a
través de una superficie y grad C, el gradiente de concentracién, estas son cantidades
vectoriales. El coeficiente de difusién en este caso es el mismo que le precede solo en el
caso de suspensiones diluidas, o sea, C<<7% en fraccién volumétrica. En el caso de
suspensiones concentradas, el coeficiente de difusién es una funcién mas o menos com-
plicada de la concentracién. La ecuacién (2) nos dice también que D depende de la
viscosidad del liquido y del tamano de las particulas, esto hace que el coeficiente de
difusién pueda considerarse como un parametro fisicoquimico que caracteriza las es-
pecies quimicas y pueda ser por consiguiente utilizado como pardmetro selectivo de
separacion en el caso de especies brownianas. Esto quiere decir que un método de se-
paracién de coloides (que asociaremos aquf a las especies brownianas) debe poder
diferenciar especies que tengan diferente coeficiente de difusién.

¢Cuédndo entra en juego la mecdnica de fluidos? Veamos mis de cerca lo que significa
la difusién en los liquidos a partir de la ecuacion (2). El numerador es la energia de agi-
tacién térmica de las moléculas del liquido suspendente. Con esta energia la particula
debe abrirse paso en el fluido el cual ejerce una resistencia. El fenémeno disipativo pro-
vocado por esta resistencia estd ligado a la viscosidad del liquido, por eso encontramos
en el denominador la viscosidad, cuyas unidades en el sistema cgs son: [gcm ' s']. Ade-
mas, mientras mas grande sea la particula mas fluido debe desplazar en su movimiento
y la resistencia aumenta, vemos entonces que d se encuentra también en el denomi-
nador. Es til recordar la fuerza de friccién Fr que ejerce un liquido al movimiento de
una particula desplazada por una fuerza F:

F:=3nndU _ dU/M (3)
Donde U es la velocidad constante a la cual se desplaza la particula. M es la mobili-

dad de la particula. Esta ecuacién demostrada por G. Stokes, fisico inglés de fines del
siglo XIX, es védlida para todo tipo de particulas brownianas o no. Cuando una par-
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ticula se desplaza en un liquido en reposo o en movimiento y dicho liquido ejerce pre-
siones y esfuerzos sobre la superficie de la particula, la hidrodindmica entra en accién.
Asi, la separacién de dos tipos de particula es posible cuando dichos esfuerzos son
diferentes para cada una. Un ejemplo conocido es la centrifugacién. La velocidad de
sedimentacién U. de una particula en un liquido viscoso estd dada por la ecuacién:

U. = ApGd*/18n (4)

Donde Ap es la diferencia entre la densidad de la particula o de una célula sanguinea,
por ejemplo, y el liquido que la suspende. G es la aceleracién del campo gravitacional,
centrifugo, magnético, etc. Esta ecuacién se obtiene considerando los esfuerzos sobre la
particula y el resultado muestra una funcién del cuadrado del didmetro de la misma.
Dos particulas de tamafio diferente sedimentan a velocidad diferente y podrén ser
separadas. En una suspensién bidispersa, es decir, compuesta de particulas de diferente
didmetro o densidad, la separacién se puede hacer por simple sedimentacién o centrifu-
gacién. Este método es muy utilizado en biologfa; varios parametros pueden ser modifi-
cados, por ejemplo, la densidad del medio creando gradientes de Percoll para separar
en funcién de la densidad. El Percoll es una suspensién browniana concentrada en la
cual un perfil de concentracién creado por la competencia entre la conveccién (la sedi-
mentacién) y la difusién, crea gradientes de densidad en una columna. Las células en
sedimentacién en dicha suspensién coloidal se acumulan en los niveles donde su densi-
dad coincide con la densidad local del Percoll, punto isopicnico. Este ejemplo muestra
un acoplamiento entre la fisicoquimica, la difusién, y la mecanica de fluidos, la sedi-
mentacion con fines separativos. Veremos a continuacién como separar especies aco-
plando un campo de fuerza.

HIDRODINAMICA Y SEPARACION

Tenemos que aclarar que cuando se trata de métodos analiticos, el concepto de separa-
cién parece bien claro ya que el método de “elucién” empleado por la cromatografia
muestra bien una mezcla inyectada en una columna y una serie de picos de absorcién
que salen o “eluyen” de la columna en tiempos diferentes. En general un detector ultra-
violeta o un refractébmetro se usan en linea a la salida de la columna cromatogréfica.
Los picos son la manifestacién de los componentes individuales bien separados que pa-
san por la ventana del detector y el tiempo de residencia o de elucién; y estd ligado a la
naturaleza del componente. La solucién molecular es considerada como monodispersa,
es decir, que las pequefias moléculas tienen la misma masa molecular y esto hace que
los picos sean bastante angostos permitiendo definir asi un tiempo preciso de elucién
para cada componente. Con la ayuda de tablas de calibracién de las columnas croma-
togréficas se puede determinar el componente cuando solo se conoce el tiempo de elu-
cién. Aqui comenzamos nuestro andlisis que diferencia la separacién de pequefias mo-
léculas de la de grandes especies quimicas. En realidad un pico de elucién cromatogra-
fico no es infinitamente fino sino que tiene un cierto ancho. El ensachamiento del pico
obedece a un fenémeno llamado dispersién hidrodindmica. En canales de separacién
sin fase estacionaria donde un liquido vector transporta las especies que se pretenden
separar, se presenta un fenémeno similar de dispersién hidrodinamica, pero a éste se le
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suma un efecto de colisiones entre las particulas y un efecto de interaccién hidrodinami-
ca. Todo esto complica la tarea de separar, por ejemplo, células sanguineas en continuo.

Dispersién hidrodindmica (Dispersién de Taylor). Ya hemos hablado del proceso de
difusién browniana en el cual macromoléculas o particulas suspendidas en un liquido
poseen un movimiento erratico inducido tnicamente por los innumerables choques de
las moléculas del solvente en permenente agitacién térmica. Se trata en este caso de la
suspensién en reposo en un recipiente. ;Qué pasara entonces, si la supension fluye en
un canal, es decir, ademés del movimiento browniano las particulas en suspension se
encuentran en un campo de velocidades? La pregunta mds concreta es: jcémo es el aco-
plamiento difusién-conveccién? El campo de velocidades de un fluido en movimiento
bajo un gradiente de presién en un conducto de seccién circular o rectangular es de tipo
parabélico o “perfil de Poiseuille”. La caracteristica es que la velocidad del liquido en las
paredes del conducto es nula y dicha velocidad aumenta en forma parabélica hasta
alcanzar la velocidad méxima en el centro del canal. La velocidad media en un canal de
seccién circular es la mitad de la velocidad méxima, mientras que la misma velocidad
en un canal de seccién rectangular es dos tercios de la velocidad méxima. Si en un sepa-
rador inyectamos un pulso de suspensién (un pequefio volumen, por ejemplo, 25 pl en
un canal de volumen 500 pl, pero de un espesor muy fino de 100 um), las particulas
tienden a seguir las lineas de corriente del flujo y asi adoptar la forma del perfil de velo-
cidades. Es evidente que este campo de velocidades crea inhomogeneidades tranversales
de concentracién que van a generar un proceso de difusién cuya tendencia es de homo-
geneizar la zona, es decir, hacer que la concentracién sea la misma en el espesor. La zona
inicial que era muy angosta se ensancha y la distribucién tenderd, al cabo de un tiempo,
a adoptar una forma Gausiana como lo indica la figura 2. El pico sufrird entonces dos
procesos, uno de difusén transversal al flujo, y un proceso de ensanchamiento axial pro-
ducido por el perfil de velocidades. Este proceso conjunto es llamado “dispersién de
Taylor”, descrito por primera vez por Charles Taylor, fisico inglés, en los afios 30. Este
proceso es fundamental en separacién, pues en funcién del ensanchamiento de la ban-
da para diferentes especies, se podran separar dos componentes de una mezcla.

Figura 2. Dispersién de Taylor. Una nube de particulas ocupan un espacio angosto a la entrada del
canal. El perfil de velocidades es parabélico. La nube de particulas se ensancha tendiendo a una
concentracién Gaussiana.
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Acoplamiento con un campo de fuerzas, técnica FFF. Si las particulas o las macromo-
léculas tienen un coeficiente de difusién muy grande, es decir, que toda inhomoge-
neidad en concentracién creada por el flujo parabélico es compensada rapidamente
por la difusién, o en todo caso, répidamene comparado con el tiempo caracteristico
del flujo, o si las especies estan uniformemente distribuidas en el canal a la entrada,
su velocidad va a coincidir con la velocidad media del flujo. En estas condiciones
ninguna separacion en funcién del coeficiente de difusién podrd hacerse puesto que
todas las moléculas o particulas viajaran con la misma velocidad en el canal. La sepa-
racién puede lograrse cuando un campo de fuerza transversal al flujo es aplicado. Se
considera que la separacion se realizara en un canal de tipo “Hele Shaw” es decir, una
celda de seccién transversal rectangular mucho mds ancha y larga que gruesa. Las di-
mensiones tipicas de canales existentes estdn comprendidas entre 1y 4 cm de ancho,
5y 100 cm de largo y 50 y 300 pm de espeso. Aqui el tercer elemento de acoplamiento
aparece y es el efecto convectivo del campo de fuerzas el cual puede ser centrifugo, eléc-
trico, magnético, etc., y que va a dirigir las especies hacia una de las paredes del canal
llamada pared de acumulacién, creando una inhomogeneidad transversal de con-
centracion suplementaria. En este caso, serd esa inhomogeneidad creada por el campo
quien permitira la separacién. Cuando la fuerza termodindamica de difusién se equili-
bra con la fuerza convectiva del campo, un perfil de concentracién de equilibrio, perfil
de Boltzmann, se crea; es un perfil que decrece en froma exponencial a partir de la pa-
red de acumulacién. Una vez el equilibrio de sedimentacion es alcanzado, la nube de
particulas puede desplazarse a lo largo del canal a velocidad constante. La velocidad
es funcion de la posicién en el espesor del centro de gravedad de la nube. Aqui en-
contramos el acoplamiento con el perfil de velocidad: especies de tamario diferente tie-
nen coeficiente de difusién y velocidad de sedimentacion diferente, por lo tanto, la dis-
tancia media a la pared de acumulacién y la velocidad axial media van a ser diferentes,
como lo indica la figura 3.

Campo de fuerza

Figura 3. Esquema de la separacion de especies brownianas en un canal de FFF. Las particulas a tiene
un coeficiente de difusion menor que las especies b. El centro de gravedad de la nube b estd mas
alejado de la pared de acumulacion y debido al perfil de velocidad transitan més rdpido en el canal

que las particulas a.
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La separacion axial aparece entonces y las especies saldran del canal en tiempos dife-
rentes. El tiempo de residencia esta ligado al coeficiente de difusion por medio de ciertas
relaciones matemdticas simples que no seran enunciadas aqui. Esta técnica de separa-
cién es llamada Field-Flow Fractionation, FFF, que traduciremos como Fraccionamiento
Campo-Flujo. La FFF es una familia de métodos analiticos de separacién inventados por
J. Calvin Giddings, Profesor de la Universidad de Utah, en los afios 60 (Giddings, 1966).
Los campos mas utilizados son el gravitacional centrifugo o multigravitacional, el campo
creado por un gradiente de temperatura que permite la determinacion del coeficiente
de difusién térmica y un campo hidraulico creado por un flujo transversal. Este método
de separacion es analitico ya que permite la identificacion de especies como la croma-
tografia tradicional, inyectando una pequefa cantidad de soluto y observando a través
de detectores ultravioleta los picos de retencién. Vemos que este mérodo no utiliza sino
un canal sin fase estacionaria o sea que las especies, por grandes que sean, evidente-
mente dentro de los limites geométricos fijados por el separador, pasan sin ser degrada-
das. Dentro de la aplicaciones de la FFF podemos citar el andlisis de contaminantes del
agua, caracterizando las particulas coloidales que transportan microorganismos en los
rios (Contado et al., 1997); el anilisis de polimeros de masa molecular muy elevada
(Martin et al., 2002); el anilisis de proteinas (Levin et al., 1989); el andlisis de macromo-
léculas del vino (Godoy, 2002).

Caso del flujo de particulas no-brownianas. La células estdn consideradas entre las es-
pecies no-brownianas a las cuales hacemos referencia aqui. Recordemos que los objetos
no-brownianos son aquellos cuyo coeficiente de difusidn es despreciable. ;Qué enten-
demos por despreciable en este contexto? Miremos algunas magnitudes carcteristicas:
una molécula pequefia, por ejemplo la urea, (no es muy claro si se puede considerar a
la molécula de trea como una molécula browniana, no podemos entrar en detalles por
el momento), tiene un coeficiente de difusién alrededor de D~10" cn’/s, esto quiere
decir que en un segundo, la molécula se desplaza de acuerdo con la ecuacién (1) de una
distancia [~45 pm; para una proteina con un D~10"cm’/s, /~1.5 pm; para una particula
de latex de 0.24 um, D~2 10° cm’/s, I~2 pm; finalmente, si caculamos D con la ecuacién
(2) para un glébulo rojo tomando como didmetro medio 5 ym, obtenemos D~5 10-",
1~0.3 pm o sea de 1/15 de su propio diametro. Esto quiere decir que, para ver despla-
zada una célula, gracias unicamente a su movimiento browniano, una distancia carac-
teristica del didmetro de una pequefia arteria de 200 pm, se necesitan al rededor de 9
dfas. Esto implica un desplazamiento imperceptible a la escala de cualquier tiempo ca-
racteristico de separacién. Las células no son por lo tanto consideradas como brownia-
nas. Por consiguiente, la separacién por medio de la técnica FFF no utiliza el mecanismo
de difusién para separar dichas especies sino que utiliza otro principio hidrodindmico
llamado mecanismo de focalizacién. Tenemos que sefalar que este tipo de separaciones
se realizan en flujos a bajo nimero de Reynolds. Este numero sin dimensiones carcteriza
los fluidos viscosos donde no existen flujos turbulentos. Los flujos viscosos son lla-
mados laminares. El nimero de Reynolds estd definido como: Re=pUL/m, donde p es
la densidad del liquido, U la velocidad carcteristica del liquido o de la particula y L una
dimensién caracteristica del canal o de la particula. El flujo es considerado como laminar
cuando Re<7. A la base de este mecanismo de focalizacién hidrodindmica se encuentra
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un tipo muy particular de fuerza de origen hidrodinamico llamada fuerza de sus-
tentacién, mas conocida como lift force. La fuerza de sustentacién hidrodindmica a la
que hacemos referencia es de origen inercial y es de naturaleza muy diferente de la fuerza
de sustentacién que hace volar los aviones. Ella actia sobre particulas que se desplazan
paralelamente en la vecindad de una pared. Asi, una célula arrastrada por el flujo san-
guineo en una arteria, experimenta una fuerza que la repele de la pared; la célula seguird
una trayectoria que la conduce a una posicién de equilibrio que se sitda en un punto
intermedio entre el centro del eje de la arteria y la pared. Este fenémeno es conocido en
hemodindmica como efecto Fihareous-Linquist. El mecanismo de sustentacién explica
el por qué la sangre, siendo una suspensién concentrada, fluye tan facilmente. Todos
estos problemas que tienen que ver con el flujo sanguineo son tratados por la rama de
la mecdnica de medios con-tinuos llamada bioreologia. La fuerza de sustentacién Fy, es
funcién del tamafio de la célula, de su distancia a la pared y de la velocidad media del
flujo. La relacién tedrica, que necesita desarrollos matematicos bastante elaborados
(Ho y Leal, 1974, Vasseur y Cox, 1976), es la siguiente: Fg =d“<v>? F(8)/w’. F(8) es una
funcién decreciente complicada de la distancia 8, a |la pared. La figura 3 muestra la
trayectoria de una particula de 5 pm en un canal de FFF. La posicién de equilibrio se
ve claramente. En la figura se considera la particula sin peso aparente. Cémo se efectua
la separaciéon? Pensemos en células que sedimentan en el canal y al mismo tiempo son
llevadas por el flujo. La fuerza de sustentacién se opone a la sedimentacién y la particula
se equilibra en una posicién en el espesor que depende de su tamafio como lo indica la
ecuacion (4), la sedimentacién depende del tamario al cuadrado. De esta forma, como
la posicién de equilibrio es diferente en el espesor para particulas diferentes, acoplada
con el perfil de velocidad, la velocidad axial de cada especie es diferente y podran ser
separadas a lo largo del canal. La teoria de la fuerza de sustentacién estd bien esta-
blecida para una particula rigida y esférica en un liquido viscoso, pero cuando se trata
de un célula que no es esférica y ademds es deformable, no existe ninguna teorfa que
permita predecir la trayectoria andloga a la de la figura 4. Igualmente no existe teoria
alguna que tenga en cuenta las fuerzas cuando se trata de una suspensién de particulas
o de células en interaccién. Los efectos hidrodindmicos colectivos los trataremos en la
seccion siguiente, consagrada a la separacion en continuo de células y particulas.

0.15¢

0.1

x/w

0.05

L(cm)

Figura 4. Trayectorias calculadas teéricamente de particulas que parten de diferentes posiciones en
el espesor normalizado x/w, de un canal de FFF, provocadas por las fuerzas de sustentacién. L es la
longitud del canal. La particula esta a la escala de una particula de 10pm en un canal de 100pm.
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SEPARACION HODRODINAMICA EN CONTINUO DE SUPERMOLECULAS, TECNICA SPLITT
Acabamos de ver en forma muy resumida la técnica de separacién analitica FFF. Inspira-
dos en dicha técnica, jcémo podriamos realizar en forma similar separaciones en conti-
nuo con el fin de preparar productos? Calvin Giddings siguiendo su misma vision de la
separacién de grandes especies quimicas, propuso en los afios 80 un método de separa-
cién en continuo que llamd Split-flow Lateral Transport Thin Cell Fractionation, SPLITT
(Giddings, 1985). El separador es del mismo tipo que el de la FFF, es decir, un canal fino
donde un flujo transporta axialmente una muestra. Igualmente, un campo de fuerza
transversal actiia sobre las especies que componen la muestra. Pero con el fin de obte-
ner un dispositivo que pueda trabajar en continuo, la celda posee dos entradas y dos
salidas que permiten, gracias a un divisor de flujo tanto a la entrada como a la salida,
inyectar de manera independiente y simultdnea, el liquido vector y la muestra. En la fi-
gura 3 podemos observar un esquema del funcionamiento de este método de separa-
cién. Las suspensién de particulas o la solucién de macromoléculas es inyectada por la
entrada a’ y el liquido vector por la entrada b’. La diferencia de los dos flujos lleva a una
configuracién tal que las particulas son obligadas a comenzar su migracién axial en la
vecindad de la pared del lado de la inyeccién. Una vez en el canal, la particulas comien-
zan a sedimentar en el espesor de la celda. Las particulas cuya velocidad de sedimenta-
cién es mayor, alcanzardn mas facilmente la salida marcada b, opuesta al punto de
inyeccién. Con el fin de seleccionar adecuadamente la especie que deseamos evacuar
por cada salida, debemos manipular en forma muy precisa los flujos. Asi, si aspiramos
liquido por la salida a con un caudal mas grande que aquel con el que inyectamos la
muestra en a’, crearemos, como lo indica la figura, una zona virtual llamada zona de
transporte, en la que las particulas que logren atravesar dicha zona antes de alcanzar el
divisor de flujo de la salida, podran ser evacuadas por la salida b. Este método de sepa-
racién es de tipo binario ya que se tienen solo dos salidas. Asi, si tenemos, por ejemplo,
una muestra de células de tamafo diferente y deseamos eliminar las mds grandes a
partir de un cierto tamafio, se utiliza la relacién matematica:

d.= {(Qa-Oa’)/ApgLBISN}"” (5)

Donde dc es el didmetro hidrodindmico critico a partir del cual las células seran colec-
tadas por la salida b. B y L son respectivameente el ancho y el largo del canal. Por la
evacuacién a, saldré la fraccién compuesta de las células mas pequenas que el diametro
critico. La técnica de SPLITT tiene una gran ventaja con respecto a las existentes ya que
no utiliza membranas de filtracién o de didlisis para efectuar la separacién. La zona de
transporte gobernada por los flujos juega el papel de una membrana y el espesor de la
zona es andloga a la porosidad de una membrana virtual. Este método es eficiente-
mente usado sobre todo en estudios relacionados con la contaminacién (Contado et al.,
1997), mientras que en lo relacionado con separaciones de células, solo un dispositivo
de tipo SPLITT que utiliza un campo magnético existe (Zborowski et al., 1997, Hoyos et
al., 2002), aun cuando ciertas separaciones fueron logradas en un sistema de SPLITT
gravitacional (Zhang et al., 1994). El dispositivo de SPLITT magnético no es por el mo-
mento completamente operacional ya que las aplicaciones conllevan problemas hidro-
dindmicos suplementarios comparados con las aplicaciones al medio ambiente.
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Figura 5. Esquema (escala no considerada) de la celda de SPLITT.

Tomando como ejemplo las separaciones magnéticas, podemos analizar la hidrodina-
mica que estd implicada en el proceso de separacién en continuo. La separacién de
células madres hematopoyéticas por medio de la técnica de SPLITT magnética, se rea-
liza en un canal axi-simétrico compuesto por dos cilindros coaxiales. El campo magné-
tico es aplicado de tal forma que las células magnetizadas son desviadas radialmente.
Unicamente las células hematopoyéticas de la suspensién son marcadas con particulas
superparamagnéticas gracias a una interaccién especifica antigeno-anticuerpo. En el se-
parador, las células magnetizadas son desviadas hacia la salida opuesta a la inyeccién,
mientras que las no marcadas no deben en principio ser desviadas. Las células hemato-
poyéticas pueden asi ser aisladas y seleccionadas para ser utilizadas con fines terapéu-
ticos o de diagnéstico. Este tipo de separacién es llamada inmunomagnética. Dos efec-
tos hidrodindmicos estan implicados en este tipo de separacién: la difusién inducida
por el esfuerzo de corte y al arrastre o la traccién hidrodindmica. Los dos efectos son
colectivos. Entendemos por colectivos, los efectos que implican muchas particulas en
interaccion. La difusién hidrodindmica inducida por el corte (Leighton y Acrivos, 1986
y 1987) esté ligada al flujo de un grupo de particulas en un campo de velocidades. Las
células cuando entran al canal son dirigidas por el liquido vector hacia una regién
vecina a una de las paredes donde las variaciones o gradientes de velocidad son im-
portantes. Las particulas que se encuentran mds lejos de la pared tendrdn una velocidad
mas grande que las que son transportadas mds cerca de la pared. Esta situacién en-
gendra choques o interacciones hidrodindmicas entre particulas generando desplaza-
mientos perpendiculares a la direccién del flujo. Este transporte transversal es pura-
mente hidrodindmico y es independiente del campo de fuerza aplicado. La consecuencia
de esta migracién no especifica es que las especies que no estdn afectadas por el campo,
pueden contaminar las fracciones que nos interesan. La migracion es difusiva pero com-
pletamente diferente de una difusion browniana, y esta caracterizada por un coeficiente
especifico a este tipo de difusion. Este efecto, ya conocido en mecanica de suspensiones,
aplicado a la separacién, es un tema de investigacién actual (Hoyos et al., 2004). El ul-
timo efecto al cual haremos referencia es el de arrastre o traccién hidrodindmica. Este
efecto esta ligado al concepto que ya hemos mencionado: la “interaccién hidrodindmi-
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ca”. Una particula que se desplaza en un liquido crea una perturbacién cuya magnitud
decrece con la distancia. La atenuacién de la perturbacién es lenta y cuando otra par-
ticula se encuentra al alcance de dicha perturbacién, la velocidad de las dos es modifica-
da. Esta interaccién vehiculada por el liquido estd bien determinada por las leyes de la
hidrodinamica. Un ejemplo lo observamos facilmente cuando vemos que dos particulas
vecinas sedimentan en un liquido a una velocidad que es mayor que la de una particula
aislada. Volviendo a nuestro caso de separacion inmunomagnética, las interacciones
hidrodinamicas de arrastre hacen que la separacion se dificulte ya que cuando las célu-
las magnetizadas son desviadas por el campo magnético, arrastran las no magnetiza-
das. El arrastre no es completo y por eso la manipulacion de flujos tiene que hacerse en
forma muy sutil. Los dos efectos son dificiles de controlar; otros dispositivos estan sien-
do estudiados con ese fin y un dispositivo de focalizaciéon hidrodindmica esta siendo
desarrollado (Hoyos et al., 2004). Debemos sefalar para terminar, que en el caso de la
separacion y flitracion de células sanguineas, la sangre total es un medio complejo
donde proteinas y células de varias clases cohabitan. El gran desafio consiste en poder
extraer la clase de proteina o de célula de una muestra, sin necesidad de tratamiento
previo, sin flitros y sin modificar las concentraciones toleradas.

CONCLUSIONES

Los conceptos tratados en esta revisién, son bastante conocidos por los fisicos y fisico-
quimicos dedicados a la mecanica de fluidos. Lo nuevo es el uso de dichos conceptos
por parte de la comunidad de ciencias separativas. La multiplicacion de técnicas de
separacién y de caracterizacion de especies quimicas hace que esta rama no sea mds
la exclusividad de la quimica analitica. Una rama multidisciplinaria aparece donde la
colaboracién de quimicos, bidlogos, fiisicos e ingenieros debe hacerse en forma (til
y eficaz. Se hizo incapié en el papel que juega la mecanica de fluidos cuando se trata
de la separacién de grandes especies quimicas y en particular de células. Las necesida-
des son inmensas en materia de fraccionamiento y purifiacién. Las técnicas presen-
tadas, la FFF et la SPLITT, son particularmente adaptadas para la separacién de dichas
especies. Hay que mencionar los avances de la micro y nano tecnologfas en materia de
separacién gracias al desarrollo de la microfluidica y los MEMS (Micro ElectroMecanical
Systems), tema que abordaremos en una publicacién futura.
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