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RESUMEN

La separacion de moléculas se puede
realizar basandose en diferentes ca-
racteristicas propias. Dentro de los pro-
cesos que se utilizan para este
proposito estan la extraccion quimica,
la cromatografia, la electroféresis, la
ultracentrifugacion y la ultrafiltracion. La
ultrafiltracién logra la separacion de los
elementos de una muestra mediante el
uso de membranas semipermeables
con un tamafio de poro especifico permi-
tiendo que los elementos contenidos en
un solvente apropiado sean mantenidos
dentro del medio o eliminados del mismo
dependiendo del tamafio de la molécula
y el tamafio del poro de la membrana de
filtracion. Para poder aplicar esta técni-
ca se necesita un cartucho de
ultrafiltracion, una bomba peristéltica, un
agitador magnético, un reservorio para
la muestra y dos mandémetros. Resu-
miendo, la muestra se coloca dentro del
reservorio y con una bomba peristaltica

se impulsa hacia el interior del cartucho
de filtracion dentro del cual la membrana
cumple con su funcién. La bomba
peristaltica emplea rodillos que presio-
nan una manguera elastica sobre una
superficie dura moviendo la solucién en
ella contenida sin contaminarla. El agita-
dor homogeneiza la solucion que se man-
tiene circulando entre el reservorio y el
cartucho. El objetivo del proyecto fue
construir una estacion de ultrafiltracion
para separacion de proteinas que cons-
ta de: bomba peristéltica, agitador mag-
nético y reservorio (que incluye los
controles de presion y los conectores
para el cartucho de filtracion), para con
ella ayudar en la purificacion de BMP7
de dentina humana. La estacion cum  plid
con el propésito mencionado.
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ABSTRACT

Molecule separation can be done on
the base of different individual
characteristics. Some of the processes
used for this purpose include chemical
extraction, chromatography, electro-
phoresis, ultracentrifugation and
ultrafiltration. Ultrafiltration separates
the different elements in a sample
solution by means of a semi permeable
membrane with a specific pore size
allowing the elements to be retained
within the media or eliminated from it
depending on the size of the molecule
and of the filtration membrane pore. In
order to apply this technique an
ultrafiltration cassette containing the
filtration membrane, a peristaltic pump,
a magnetic agitator, a reservoir and
two pressure gauges are needed. In
summary, the sample is placed inside
the reservoir, and by means of a
peristaltic pump is driven into the
ultrafiltration  cassette  whose
membrane separates the molecules in
solution. The peristaltic pump employs
rollers that press an elastic tubing
against a hard surface moving the
solution contained within without
contaminating it. The magnetic agitator
homogenizes the solution that is kept
circulating between the reservoir and
the filtration cassette. The purpose of
this project was to build an ultrafiltration
station for protein separation
consisting of: a peristaltic pump, a
magnetic agitator, and a reservoir
(containing the pressure gauges and
the connectors for the filtration casset-
te) to aid in the purification process of
BMP 7 extracted from human dentine.
The station complied with this purpose.

INTRODUCCION

La separacion de moléculas se puede
realizar basandose en diferentes carac-
teristicas como son: tamafio (peso
molecular), solubilidad en solventes
organicos, interacciones electrostaticas
etc. Dentro de los procesos que se uti-
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lizan para este propdsito estan entre
otros la extracciéon quimica, la
cromatografia, la electroféresis, la
ultracentrifugacion y la ultrafiltracion. Es
frecuente que dentro de un proceso de
extraccion se utilicen combinaciones de
estas técnicas para que, de manera
progresiva, se separe la molécula blan-
co de los contaminantes obteniendo al
final una estructura con un alto grado
de pureza.

La ultrafiltracion se puede utilizar para
concentrar, purificar y separar en forma
fraccionada materiales presentes en una
muestral, separandolos mediante el uso
de membranas semipermeables con un
tamafio de poro especifico (ultrafiltros)?,
impulsandolos con presiéon. Como
macromoléculas, las proteinas forman
disoluciones coloidales, siendo este un
factor de gran importancia que modula
su comportamiento ante membranas
semipermeables, un ejemplo fisioldgico
es la ultrafiltracion del plasma sanguineo
en el aclaramiento renal; dicho principio
tiene gran interés y ha sido empleado en
diversas técnicas en bioguimica para la

concentracion y purificacion de proteinas.
Ademas de que las proteinas no son
dializables, es decir, no pasan a través
de una membrana con un tamafio menor
que el de las moléculas de las proteinas,
el efecto mas significativo del caracter
coloidal de las disoluciones proteicas es
la distribucion asimétrica que provocan
a ambos lados de la membrana®.

Esta técnica se considera un pro-
ceso de “cernido molecular” en el que
los elementos contenidos en un solven-
te apropiado son mantenidos dentro del
medio o eliminados del mismo depen-
diendo del tamafio de la molécula y el
tamafio del poro de la membrana de fil-
tracion (figura 1A), bajo una diferencia
de presién aplicada a la membrana.
Para evitar su taponamiento se han di-
sefiado técnicas en las que se mantie-
ne un flujo tangencial (paralelo a la
membrana de filtracion), relativamente
constante, sobre un area grande de
membrana, de manera que las molécu-
las retenidas por el filtro son lavadas
del mismo por la corriente de muestra
y solvente en desplazamiento (figura

1B). A este proceso se lo denomina
ultrafiltracion por flujo tangencial. Para
utilizar en forma repetida las membra-
nas de ultrafiltracién, se lavan con so-
luciones diluidas de detergentes que
eliminan los solutos adsorbidos?.

La ultrafiltracion incluye a los solutos
cuyas dimensiones moleculares son 10
0 mas veces mayores que las del di-
solvente y que, por lo general, son in-
feriores a 0.5 mm. Los solutos a separar
usualmente son macromoléculas como
proteinas, polimeros, almidones, go-
mas naturales, enzimas, etc. Las pre-
siones de ultrafiltracion varian de 5 a
100 Ibf/in2, con presiones bajas se re-
ducen los requerimientos de energia
para bombeo, y por tanto, el costo del
equipo®.

Para poder aplicar esta técnica de
separacién se necesitan varios elemen-
tos como: cartucho de ultrafiltracion,
bomba peristéltica, agitador magnético,
reservorio para la muestra y manéme-
tros. Resumiendo, la muestra se coloca
dentro del reservorio y con una bomba
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Figura 1A. La ultrafiltracion se puede utilizar para concentrar, purificar y separar en forma fraccionada materiales presentes en una muestra,
mediante el uso de membranas semipermeables con un tamafio de poro especifico (ultrafiltros), impulsandolos por medio de presion. La ilustracién
muestra como las moléculas pequefias atraviesan la membrana mientras las de mayor tamafio son retenidas.

Figura 1B. Para evitar el taponamiento de la membrana de filtracion, se han disefiado técnicas en las que se mantiene un flujo tangencial (paralelo
a la membrana de filtracién), relativamente constante, sobre un area grande de membrana, de manera que las moléculas retenidas por el filtro son
lavadas del mismo por la corriente de muestra y solvente en desplazamiento. A este proceso se lo denomina ultrafiltracion por flujo tangencial.
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peristaltica se impulsa hacia el interior
del cartucho de filtracién dentro del cual
la membrana cumple con su funcién. El
solvente y los elementos retenidos se
devuelven al reservorio en donde el agi-
tador homogeneiza la muestra. Los
mandmetros permiten controlar la pre-
sién aplicada sobre la membrana de fil-
tracién evitando que se rompa y ademas
asegurando que se mantenga un flujo
de muestra circulado sobre la misma
para prevenir su taponamiento.

El objetivo del proyecto fue cons-
truir una estacion de ultrafiltracion para
separacion de proteinas que consta de:
bomba peristaltica, agitador magnético
y reservorio (figura 2) (que incluye los
controles de presion y los conectores
para el cartucho de filtracion).

Figura 2. Estacién de ultrafiltracion para se-
paracion de proteinas que consta de: bomba
peristaltica (1), agitador magnético (2) y
reservorio (3), que incluye los controles de pre-
sion y los conectores para el cartucho de filtra-
cion (4).

MATERIALES Y METODOS

Bomba peristéltica

El fundamento de la bomba peristaltica
consiste en intercalar un tubo flexible en
la linea de flujo y comprimirlo
ritmicamente, bien con pinzas alternantes
o mediante rodillos rotatorios, en la cual,
regulando el tamafio del tubo y la rapi-

dez de los impulsos, pueden obtenerse
flujos desde cero hasta 2.000 litros por
hora*.

La bomba peristaltica emplea rodi-
llos que presionan la manguera elasti-
ca sobre una superficie dura (figura 3).
La ventaja de este tipo de bomba es
que los mecanismos impelentes no
entran en contacto con los fluidos, lo
que permite usarla para el movimiento
de soluciones sin contaminarlas. El fun-
cionamiento de una bomba peristaltica
se puede resumir de la siguiente ma-
nera; el rodillo cierra la manguera al
aproximarse a la superficie de conten-
cion, aumentando la presién del fluido
y al desplazarse sobre la misma obliga
al liqguido a moverse en su interior y en
la direccion del desplazamiento. Si va-
rios rodillos se colocan en un rotor y la
superficie de contencion es curva (de
las mismas caracteristicas del rotor) el
giro del rotor hara que el liquido dentro
de la manguera fluya en forma cons-
tante con ligeros picos de presion que
se producen al liberar la presion del flui-
do entre dos rodillos cuando el que va
mas adelante se separa de la superfi-
cie de contencion. Estos picos de pre-
siébn son los que producen el
peristaltismo.

Figura 3. La bomba peristaltica emplea rodi-
llos que presionan la manguera elastica sobre
una superficie dura.

Las partes constitutivas de la bomba
son el motor, el rotor con los rodillos y
la carcasa de contencién para la man-
guera. También tiene un mecanismo

gue permite variar la proximidad de la
carcasa de contencién con el rotor re-
gulando la presion que ejercen los rodi-
llos sobre la manguera. Adicionalmente
tiene unos dispositivos que permiten
asegurar la manguera y mantenerla
sobre el rotor en una relacion constan-
te, con la tension apropiada, de mane-
ra que al girar éste no tienda a
desplazarla del interior de la carcasa
de contencién. Con este mismo prop6-
sito la carcasa tiene dos pestafias (una
interna y otra externa) que forman un
canal que mantiene la manguera en su
lugar.

El rotor consta de dos discos y un
eje torneados y maquinados a partir de
platina de '/, de pulgada y varilla de %,
de pulgada de aluminio de aviacion
(2024 T4). El eje actia al mismo tiem-
po como separador para establecer la
distancia entre platos para que en ese
espacio se coloquen los rodillos de im-
pulsién. Estos rodillos (6 en total) se
fabricaron en nylon y se tornearon con
un didmetro final de 16 milimetros. Los
rodillos se mantienen en posicion con
unos ejes prisioneros de una longitud
ligeramente superior a la de los rodillos
permitiendo que éstos giren libremen-
te. La razon para colocar 6 rodillos en
el rotor fue mantener la presion de bom-
beo més constante. La carcasa de con-
tencion se fabric6 en acrilico
transparente y tiene un diametro de la
concavidad ligeramente mayor al dia-
metro externo entre rodillos
contralaterales que es de 72 milimetros.
La carcasa tiene un surco en su parte
interna (formado por las dos pestafias
y el fondo de la misma) que actlia como
zona de contencion de la manguera de
silicona de '/, x /,, evitando que se
desplace hacia fuera cuando el rotor
gira. Para controlar la proximidad de la
carcasa al rotor se disefié un elemento
gue consta de un tornillo prisionero de
!/, de pulgada unido en un extremo a
ésta y que pasa por una base que ésta
fija sobre la caratula de la bomba. Al
darle vueltas al tornillo éste se despla-
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za por entre la base y aleja o aproxima
la carcasa al rotor.

El motor tiene incorporado un reduc-
tor de velocidad (que al mismo tiempo
aumenta el torque) produciendo un maxi-
mo de 100 revoluciones por minuto a 12
voltios DC. Para regular la velocidad y
la direccion de rotacion se construyo un
regulador de voltaje variable (fuente de
poder). Dentro de la caja de la bomba
se instal6 una tarjeta electronica de con-
trol y a un lado se coloc6 un ventilador
para enfriar el motor.

Los elementos de fijacién de la man-
guera se maquinaron en acrilico trans-
parente de 13.5 mm de espesor y se
aseguraron a la caratula de la bomba
con tornillos. Para guiar el desplaza-
miento de la carcasa de contencion en
estos elementos se insertaron dos vas-
tagos de acero en dos agujeros perfo-
rados en la carcasa.

Todos estos elementos se incorpo-
raron en una caja de proyectos desmon-
table, de 14 x 11.5 x 33.5 cm a la que
se le adicion6 una caratula en acrilico
negro mate y sobre la cual se coloca-
ron: un interruptor de corriente con tes-
tigo de encendido y dos diodos
emisores de luz que actllan como tes-
tigos de direccion de rotacion (uno rojo
para rotacién derecha y otro verde para
rotacion izquierda. La velocidad de ro-
tacion se controla desde la fuente de
poder variando la corriente de 0 a 12 V.
En la parte de atras de la caja se fij6 el
acople de la clavija hembra de conduc-
cién mdltiple, para la fuente de poder.

La fuente de poder produce un vol-
taje variable de 0 a 12 V de corriente
directa pudiendo invertir la polaridad con
un interruptor.

AGITADOR MAGNETICO

La agitacion se refiere al movimiento
inducido de un material en una forma
especifica, generalmente con un mo-
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delo circulatorio dentro de algun tipo de
contenedor?, en este caso con el fin de
homogeneizar el flujo de retenidos con
la muestra presente en el reservorio.
Con este propésito, en una caja de pro-
yectos de las mismas caracteristicas
de la que se usé para la bomba
peristaltica se monté un micromotor de
12 voltios con el regulador de veloci-
dad controlado mediante una tarjeta
electrénica. Sobre el eje del motor se
colocd un iman en herradura con los
polos orientados hacia la superficie
superior. A esta superficie de la caja
se le hizo un orificio cuadrado de 9 x 9
cm cubriéndolo con lamina de acrilico
de 1.5 mm (figura 4). Sobre la superfi-
cie superior de la caja cubierta por la
lamina de acrilico se hicieron dos per-
foraciones a través de las cuales se
pasaron dos tornillos de ¥/, de pulgada
para fijar la base del reservorio sobre la
parte activa del agitador magnético. La
caratula del agitador se fabrico en la-
mina de acrilico, negro mate, de 1.5
mm de espesor. Sobre la caratula se
colocaron el interruptor de corriente con
testigo de encendido, la clavija del
redstato que controla la velocidad de
rotacién del motor y un cronémetro
digital programable para ayudar en la
medicion de los flujos de filtracién. En
la parte de atras de la caja se hizo una
perforacion para pasar el cable eléctri-
co y se instalé un portafusible para un
fusible de 3 amperios.

AR

inets

Figura 4. A la superficie superior de la caja
se le hizo un orificio cuadrado de 9 x 9 cm
que luego se cubriria con lamina de acrilico
de 1.5 mm.

Reservorio

La totalidad del reservorio se construyo
en acrilico transparente. El vaso se
termoformé a partir de una lamina de 1
cm de espesor. Las dimensiones fina-
les del cilindro obtenido fueron de: di&-
metro externo de 10 cm, didmetro interno
8 cm, altura 20 cm. El vaso se aford
hasta 1.000 ml en fracciones de 10 mly
las marcaciones se grabaron en forma
permanente con laser. El vaso se mon-
t6 sobre una base cuadrada fabricada
en lamina de acrilico. En el centro de la
base se fres6 una depresion circular de
0.8 cm de profundidad y 5 cm de diame-
tro para alojar el magneto de agitacién
(figura 5). En el centro de esa depresién
se hizo otra perforacion de 3 mm de dia-
metro a una profundidad de 1.45 cm.
Esta perforacién se conecté mediante
otra del mismo diametro a noventa gra-
dos de la primera de manera que se es-
tablecié un conducto de drenaje que va
del centro del fondo del vaso a la pared
lateral de la base. En ese lugar se colo-
c6 un acople hembra New Lock® acetal
de ', x '/, para manguera de conduc-
cion de fluidos de '/, de pulgada (man-
guera transparente Norton® de '/, x /).
En este acople se inserta la manguera
de entrada a la bomba peristaltica. En
la parte inferior del vaso opuesto a la
reglilla de aforo a una altura de 2.5 cm
se hizo otra perforacion para colocar un
segundo acople hembra, en el que se
inserta la manguera de retorno de los
fluidos (que ya han circulado por dentro
del cartucho de filtracion). En la parte
anterior de la base del reservorio se co-
loc6 un rectangulo de acrilico de 2.9 cm
de espesor y de 8.4 cm de largo por 6
cm de ancho (figura 6). En la cara fron-
tal del bloque (la que corresponde la
caratula del agitador) a 1.45 cm de la
superficie superior se le hizo una perfo-
racién de 3 mm de didmetro por 2 cm de
profundidad. En angulo recto con res-
pecto a esta primera perforacion se hizo
otra a 2 cm del frente del bloque que
conecta la primera con la porcion lateral
derecha del mismo. En los dos extre-
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mos de esas perforaciones se coloca-
ron acoples hembra New Lock® acetal
de '/, x /,. Sobre la superficie superior
del blogue se hizo otra perforacion de 3
mm de diametro que hace una intersec-
cion con el conducto anteriormente des-
crito. En esta perforacién se colocé un
mandmetro de 0 a 60 psi (figura 6), el
cual mide la presién de salida de la bom-
ba, siendo éste uno de los parametros
importantes en el control de la filtracion
con el cartucho de flujo tangencial. En
la pared lateral 2 cm mas atras del pri-
mer orificio se hizo otro de la misma lon-
gitud que se une en angulo recto con
una segunda perforacién hecha sobre la
parte superior del bloque. En los dos
extremos de esas perforaciones se co-
locaron acoples hembra New Lock®
acetal de Y/, x /,. El primero ubicado en
el lado del blogue corresponde al lugar
de insercion de la manguera de salida
de los filtrados del cartucho (filtrado 1) y
el segundo sirve para insertar la man-
guera que iria al recipiente de recolec-
cion de filtrados.

Figura 5. En el centro de la base se fres6 una
depresioén circular de 0.8 cm de profundidad y
5 cm de didmetro para alojar el magneto de
agitacion.

A una distancia de 14 cm por enci-
ma del bloque anteriormente descrito se
fij6 una base con su cara posterior cén-
cava y su cara anterior plana (figura 7).
La concavidad correspondia a la super-
ficie externa del reservorio y permitié
adosar la base a la superficie externa
del mismo. En la cara anterior de esa
base se fijé un segundo bloque quedan-

do posicionado exactamente encima del
bloque inferior. En su cara lateral dere-
cha a 2 cm de la cara frontal y a 1.45
cm de la superficie superior se le hizo
una perforaciéon de 3 mm de didmetro
por 6 cm de profundidad. En angulo rec-
to con respecto a esta primera perfora-
cién y sobre la cara superior del bloque
se hizo otra a 2.3 cm de la cara derecha
del blogue que conecta con la primera 'y
qgue sirvio para ubicar el segundo
mandémetro de 0 a 60 psi, que mide la
presion de filtracion del cartucho (figura
7). En el extremo de la perforacion he-
cha en la cara lateral derecha del blo-
gue se colocod un acople hembra New
Lock® acetal de Y/, x '/,, en el que se
inserta la manguera de retenidos que
sale del cartucho de filtracion.

Figura 6. En la parte anterior de la base del
reservorio se colocé un rectangulo de acrilico
de 2.9 cm de espesor y de 8.4 cm de largo por
6 cm de ancho (figuras 16 y 17). En la cara
frontal del bloque (la que corresponde la cara-
tula del agitador) a 1.45 cm de la superficie
superior se le hizo una perforacién de 3 mm de
diametro por 2 cm de profundidad. En angulo
recto con respecto a esta primera perforacion
se hizo otra a dos cm del frente del bloque que
conecta la primera con la porcién lateral dere-
cha del mismo. En los dos extremos de esas
perforaciones se colocaron acoples hembra
New Lock® acetal de */; x */,. El primero ubica-
do en el frente del bloque corresponde al lugar
de insercién de la manguera de salida de la
bomba y el segundo sirve para insertar la man-
guera de entrada al cartucho de filtraciéon. So-
bre la superficie superior del bloque se hizo
otra perforaciéon de 3 mm de diametro que hace
una interseccion con el conducto anteriormen-
te descrito. En esta perforaciéon se coloc6 un
manometro de 0 a 60 psi. Este mandémetro mide
la presion de salida de la bomba, siendo éste
uno de los parametros importantes en el con-
trol de la filtracién con el cartucho de flujo
tangencial.

En la pared lateral a 2 cm mas atras
del primer orificio, se hizo otro que atra-
vesaba de lado a lado el bloque. En los
dos extremos de esa perforacion se
colocaron acoples hembra New Lock®
acetal de Y/, x Y/,. El primero ubicado
en el lado derecho del bloque que co-
rresponde al lugar de inserciéon de la
manguera de salida de los filtrados del
cartucho (filtrado 2) y el segundo sirve
para insertar otra manguera que va al
recipiente de recoleccién de filtrados.

Figura 7. A una distancia de 14 cm por enci-
ma del blogue inferior, se fijé una base con su
cara posterior concava y su cara anterior pla-
na (figura 18). La concavidad correspondia a
la superficie externa del reservorio y permitié
adosar la base a la superficie externa del mis-
mo. El manémetro permite medir la presion de
retenidos.

VALVULA DE CONTROL DE PRESION
DE FILTRADO

La primera perforacién hecha en la cara
derecha del bloque superior y de 6 cm
de longitud se une en angulo recto con
otra que se origina en el fondo de un
pozo fresado en la cara superior del blo-
gue y que va a formar parte de la val-
vula reguladora de presion de filtrados.
Esta valvula se disefio de manera que
pudiera restringir el flujo de los reteni-
dos aumentando asi la presion de fil-
trado que se aplica a la membrana del
cartucho de filtracidn. Inicialmente se
fresé una depresion rectangular en la
superficie superior del bloque de 3.2 cm

DISENO Y CONSTRUCCION DE UNA ESTACION DE ULTRAFILTRACION PARA SEPARACION DE PROTEINAS



46 UNIVERSITAS ODONTOLOGICA N° 57

de largo por 2.5 cm de ancho y con una
profundidad de 0.6 cm. La depresién se
ubico a 4.3 cm del borde derecho y a 8
mm del borde anterior del bloque. En
su parte mas profunda a 1.8 cm de su
borde izquierdo, se fresé una segunda
depresién cuadrada de 2 mm de pro-
fundidad y de 1.2 cm de largo por 1.2
cm de ancho cuyo centro corresponde
a la perforacion que se conecta en an-
gulo recto con aquella originada en la
cara derecha del bloque y por donde
entra la manguera de retenidos.

En el extremo izquierdo del pozo
cuadrado se fresé una segunda cama-
ra unida a la primera de 0.8 cm de largo
por 0.4 cm de ancho y de su misma
profundidad (2 mm). En la mitad de esa
segunda camara se hizo una perfora-
cién de 3 mm de didmetro y 1.45 cm
de profundidad y en angulo recto a ésta
se hizo otra del mismo diametro de la
anterior y que se origina en la cara iz-
quierda del bloque (figura 8). En el ex-
tremo de la perforacién en la cara
izquierda del bloque se coloc6 un aco-
ple hembra New Lock® acetal de '/, x
'/,, en éste se inserta la manguera que
va al reservorio, haciendo que los flui-
dos se mantengan dentro de un siste-
ma de recirculacion.

Sobre el fondo de la depresién rec-
tangular se colocé una membrana de
neopreno de 0.5 mm de espesor ase-
gurada con una platina de acero, a la
gue se le hizo una perforacion roscada
para pasar un tornillo de ¥/, de pulgada
con la cabeza fresada en forma
semicircular. El centro de la rosca co-
rresponde al centro de la perforacion
circular de 1.2 cm de didmetro ubicada
en el fondo de la depresion rectangu-
lar. Al apretar el tornillo, su extremo
sobresale de la platina y presiona la
membrana que se adapta a la periferia
de la perforacion restringiendo el flujo y
por consiguiente aumentando la presion
de filtracion (figura 9).
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Figura 8. Diagrama de los cortes hechos para
fabricar la valvula de control de presion de
reteniudos. En el extremo izquierdo del pozo
cuadrado se fres6 una segunda camara uni-
da a la primera. En la mitad de esa segunda
camara se hizo una perforacién de 3 mm de
diametro y 1.45 cm de profundidad y en angu-
lo recto a ésta se hizo otra del mismo didme-
tro de la anterior y que se origina en la cara
izquierda del bloque. Al obturar con la mem-
brana la entrada derecha se aumenta la pre-
sion de filtracion.

Figura 9. Sobre el fondo de la depresion rec-
tangular se colocé una membrana de neopreno
de 0.5 mm de espesor (1), asegurada con una
platina de acero, a la que se le hizo una perfo-
racion roscada para pasar un tornillo de ¥ de
pulgada con la cabeza fresada en forma
semicircular (2). El centro de la rosca corres-
ponde al centro de la perforacion circular de
1.2 cm de diametro ubicada en el fondo de la
depresion rectangular. Al apretar el tornillo, su
extremo sobresale de la platina y presiona la
membrana que se adapta a la periferia de la
perforacién restringiendo el flujo y por consi-
guiente aumentando la presién de filtracion.
Sobre la membrana de neopreno se aseguro la
platina con el tornillo prisionero (3). El flujo de
retenidos se interrumpe con la valvula aumen-
tando la presion de filtracion como lo muestra
la vista superior del conjunto (4).

RESULTADOS

Ensamblaje de la estacion de
ultrafiltracion

La manguera de salida del reservorio
se conecta mediante acoples universa-
les a un extremo de la manguera elas-
tica de la bomba peristaltica. Esta se
adapta sobre los rodillos y se cierra la
carcasa de contencién presionandola.
El otro extremo de la manguera de la
bomba se une con un acople universal
a otra manguera de conduccion de flui-
dos que se inserta en el acople de en-
trada de fluidos al conjunto del
reservorio. El cartucho de filtracién se
conecta a las entradas y salidas de flui-
dos, posteriormente se instalan las
mangueras de salida de filtrados. A la
manguera de los retenidos se le coloco
una valvula de tres posiciones para di-
rigir los fluidos de vuelta al reservorio,
enviarlos a los desechos o cerrar com-
pletamente el flujo.

Funcionamiento de la estacion de
ultrafiltracién

La muestra (conjunto de macromoléculas)
a procesar disuelta en un solvente se in-
troduce en el reservorio y se inicia la agi-
tacion por medio del agitador magnético.
La soluciéon es conducida por la bomba
(que tiene un flujo maximo de 150 ml/
min) desde el reservorio hasta la entrada
del cartucho de filtracién activando el
mandémetro que controla la presion de
entrada. En el interior del cartucho la mem-
brana permite el paso de solvente y mo-
[éculas de un tamafio determinado
(filtrado) mientras que evita la salida de
aquellas que son mas grandes que el ta-
mafio del poro de la misma (retenidos).
El flujo va paralelo a la membrana de fil-
tracion de manera que la corriente la lava
constantemente evitando que se taponen
los poros y se detenga el proceso. Den-
tro del cartucho la solucion se divide en
dos: una se filtra y va a un recipiente de
recoleccion y la otra continda dentro del
circuito activando el manémetro de con-
trol de presion de filtrado antes de pasar
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por la valvula reguladora de la misma pre-
sién para luego ser devuelta al reservorio.

Para controlar la velocidad de filtra-
cion y evitar que se vaya a superar la
resistencia de la membrana y depen-
diendo de la capacidad del cartucho
especificada por el fabricante se ma-
nejan tres parametros de importancia
como son la presién de entrada, la de
retenidos y la presion transmembranal,
ésta ultima se obtiene promediando las
dos anteriores. También es importante
controlar el caudal de filtrados para ve-
rificar que la membrana no llegue al
estado de saturacion durante el proce-
so. Dicho control se realiza midiendo
el volumen de filtrados periddicamen-
te. La disminucién del volumen implica
que se deben realizar procedimientos
tendientes a recuperar el flujo de filtra-
dos inicial, tal como lavados con solu-
cion de NaOH 0.1N a 40°C, seguidos
por H,O con grado de pureza 1, en un
volumen dos veces mayor al de NaOH
utilizado. En algunos casos de satura-
cion excesiva se requiere del uso de
un detergente como el SDS 0,1% para
lavar la membrana.

Cartucho de filtracion

El cartucho de filtracion utilizado en la
investigacion es el Pellicon® XL
Biomax 10 (figura 10). La membrana de
polietersulfona tiene un tamafio de poro
de 10000 D, con un area de filtracion
de 50 cm? y una capacidad de 3.2 ml.
El volumen éptimo de flujo tangencial
es de 30 - 50 ml /min y la compatibili-
dad de pH es de 1 -14. La presién de
entrada debe ser menor de 30 psi y la
de retenidos menor de 20 psi para ob-
tener una presion transmembranal
maxima de 25 psi.

Aplicacion de la estacion de
ultrafiltracion

Dos de los pasos necesarios para ex-
traer BMP-7 (proteina morfogénica 6sea
7) a partir de dentina humana requieren
la utilizacion de la estacion.

Biomax 10
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Figura 10. El cartucho de filtracion utilizado en la investigacion es el Pellicon® XL Biomax 10. La
membrana de polietersulfona tiene un tamafio de poro de 1000 Da, con un area de filtracion de 50
cm? y una capacidad de 3.2 ml. El volumen 6ptimo de flujo tangencial es de 30 - 50 ml /min y la

compatibilidad de pH es de 1 -14.

En el primero, las muestras de den-
tina pulverizadas se desmineralizan
completamente para luego extraer la pro-
teina solubilizadndola en clorhidrato de
guanidina. Debido a que el volumen de
solvente necesario para extraer la pro-
teina es muy grande, la soluciéon (mues-
tra mas solvente) debe ser sometida al
proceso de ultrafiltracién, para reducirlo
a '/, del inicial y ademas eliminar las
moléculas con tamafio molecular menor
de 10000D. Este proceso se debe reali-
zar a 4°C para evitar la desnaturalizacion
de las proteinas contenidas en la solu-
cion lo cual se consigue introduciendo
la estacion en una nevera. Los flujos
manejados en el estudio fueron: presion
de entrada 7.5 psi, de retenidos 7 psi y
transmembranal de 7.25 psi; el proceso
se inicié con un volumen de solucién de
8000 ml, obteniendo al final 800 ml.

En el segundo paso la estaciéon se
utilizé para diafiltrar el volumen final
obtenido en la ultrafiltracion (800 ml).
La diafiltracién se hizo diluyendo la
muestra en 5 volimenes de H,O con
grado 1 de purezay volviéndola a redu-
cir al volumen original. El propésito de
este proceso fue eliminar la mayor can-
tidad posible de clorhidrato de guanidina,
reduciendo los compuestos diferentes
a proteinas contenidos en la solucion.

Después de realizar estos procedi-
mientos se continud con la purificacion
por otros métodos y la caracterizacion
de la proteina blanco (figura 11). Los
resultados finales se alcanzaron en gran
parte gracias a la eficiencia de la esta-
cion en los procesos de ultrafiltracion y
diafiltracion.

Figura 11. Imagen de electroféresis en gel de
agarosa en donde se observa la banda de BMP
7 con un peso de aproximadamente 50000 D
en los carriles 1, 2,5y 6.

El equipo disefiado y construido
permanece dentro del Centro de Inves-
tigaciones Odontologicas de la
Pontificia Universidad Javeriana, Facul-
tad de Odontologia en donde estéa a dis-
posicion de los investigadores que
requieran de este tipo de proceso.

DISENO Y CONSTRUCCION DE UNA ESTACION DE ULTRAFILTRACION PARA SEPARACION DE PROTEINAS
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Las limitaciones del equipo son:

¢ Flujo maximo de operacion de 150
ml/min.

* Volumen maximo de muestra de
1.000 ml.

* Manejo de solventes organicos que
puedan reaccionar con la resina
acrilica.

e Deterioro de la manguera elastica de
la bomba peristaltica por la presion
ejercida por el rotor.

e Corrosion de los tornillos usados en
la construccién por el funcionamien-
to de la estacién en un ambiente
hdamedo vy frio.

Recibido para su publicacion:
abril de 2006

Aceptado para su publicacion:
junio de 2006
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En un futuro, las partes metalicas
que usadas en la construccion de la
estacién deben ser remplazadas por
acero inoxidable teniendo en cuenta que
va a funcionar dentro de un ambiente
de baja temperatura y alta humedad.
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