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In present work it is summarized the application and use of Asymmetrical Flow Field Flow Fractionation known as
AF4 as a method for characterization and fractionation of macromolecules and colloidal particles whose
application in Food Science increased the last years. This paper summarized the AF4 use, its instrumental
considerations and the evaluable properties than can be achieved by the proper detection techniques.

En el presente trabajo se resume la aplicacion y uso de la técnica fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo
asimétrico con sus siglas en inglés AF4 (Asymmetrical Flow Field Flow Fractionaltion) como un método para el
fraccionamiento y caracterizacion de macromoléculas y particulas coloidales cuyo uso se ha incrementado en los
iltimos anos, particularmente en la ciencia de Alimentos. Este articulo resume la utilizacion del AF4, sus
consideraciones instrumentales asi como las propiedades quimicas que pueden ser evaluadas por sus diferentes
tipos de detectores.

Como parte de un programa de investigacion de alimentos entre las universidades de Lund - Suecia y la Universidad
Mayor de San Andrés (UMSA) de La Paz -Bolivia, la Carrera de Ciencias Quimicas ha adquirido recientemente un
equipo de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico, (AF4, por sus siglas en Inglés) con
detectores de difraccion de luz con miltiples dngulos MALS (Multi Angle Light Scatering), indice de refraccién con
sus siglas en Inglés dRI (Diferencial Rafractive Index), fluorescencia FLD (Flourescence Detector), y ultravioleta
visible VWD (Variable Wavelenght Detector) para la caracterizacion de macromoléculas en Alimentos.

En los dltimos afos el interés por el uso de la técnica, AF4 como una herramienta para la separaciéon y
caracterizacion de macromoléculas de matrices alimentarias y otras macromoléculas, ha tenido un aumento
significativo. Esta técnica resulta ser una alternativa para trabajar con macromoléculas polidispersas y/o que
presentan una propensién a formar estructuras agregadas.

Por lo tanto, la técnica AF4 puede fraccionar y caracterizar macromoléculas y particulas coloidales en una gama
de tamafio muy amplia, entre 2 nm a > 1 mm. Es decir que por esta técnica las ultra-altas macromoléculas (de masa
molar por arriba de 107 g /mol) pueden ser fraccionadas facilmente. Aunque el método puede ser considerado de
tipo cromatografico, éste, no se basa en una fase estacionaria y por lo tanto las fuerzas de corte durante la
separacion son pequeiias.

Ademds, una ventaja adicional del uso de esta técnica, es que a menudo el filtrado para la pre-inyeccién de
muestras no resulta necesario. Las bases de la teoria sobre este método no serdn explicadas en el presente trabajo, sin
embargo para mejor compresién de la técnica sugerimos la lectura de .

El principio de separacién del método AF4 se muestra esquemdticamente en la Fig.1. El flujo de cruce o en
inglés crossflow ejerce una fuerza en direcciéon perpendicular sobre todo el canal que mueve los componentes de la
muestra hacia una membrana de ultrafiltraciéon que funciona como una pared de acumulacién, donde dichos
componentes quedan confinados en una capa fina concentrada. El transporte inducido es contrarrestado por un
transporte difusional, dando lugar a una distribucién de la concentracién en estado estacionario (focusing). Por lo
tanto, los componentes de la muestra, después de algtn tiempo, se relajan en relacion al transporte inducido de flujo
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cruzado crossflow y la distribuciéon de concentracién es caracterizada por la distancia media de concentracion,(£)
desde la pared de acumulacién en la pared. Por lo tanto, para los componentes que son pequefios de la muestra £ sera
una distancia mds larga que para componentes mds grandes, debido a un mayor coeficiente de difusién de los
componentes mas pequefios. Como el flujo longitudinal en el canal es laminar, la velocidad va ser mds alta en el
centro del canal y disminuird a medida que se acerca a la pared de acumulacién. Por lo tanto, los componentes de la
muestra mds pequefios serdn transportados mds rapidamente a lo largo del canal que los componentes de mayor
tamarfio.

Salida de flujo del canal (Fou)
—r

Ingreso de flujo Ingreso de la muestra — - ﬂcia el detector
al canal (Fj,) - .

A

Flujo cruzado (Feross)

Transporte de flujo Transporte
cruzado - inducido T por difusién

Flujo laminar

4

40

MEMBRANA DE ULTRAFILTRACION

Figura 1. El principio de separacion por AF4, donde se muestra la separacion de dos particulas de diferente tamariio. Luego de
la inyeccion y relajamiento de la muestra comienza la elucion y las dos poblaciones de particulas comienzan a migrar a
diferente velocidad. Las particulas azules representan las de mayor tamariio, mientras que las particulas de color rojo a las
pequerias. W representa el grosor del canal, € la distancia promedio (concentracion) de la poblacion de particulas presente en
la membrana de ultrafiltracion.( imagen adaptada de Nilsson 2013%)

La idoneidad de AF4 para la caracterizacién de macromoléculas fue demostrada hace unos 20 afios para muestras
tales como proteinas™* y polisacdridos®, logrando separaciones de alta resolucién. Para obtener informacién precisa y
fiable sobre propiedades moleculares, como por ejemplo la masa molar (M), la raiz cuadrada promedio del radio
(EMRR) y la conformacién de los polimeros, es necesario utilizar una técnica adecuada para la deteccion tal es el
caso del uso del detector de difraccién de luz con dngulos miltiples MALS.

Algunos trabajos anteriores muestran la robustez y la potencialidad d la combinacién de la técnica de flujo
conocida como FFF y MALS para la caracterizacién de polisacaridos > y también la aplicacién de AF4 con los
mismos detectores .

El objetivo de esta revision bibliografica es discutir las consideraciones instrumentales, y cudles deberian ser los
pardmetros macromoleculares y coloidales necesarios para que éstos puedan ser evaluados por fraccionamiento en
flujo mediante campo de flujo asimétrico, los diversos sistemas de deteccién asi como proporcionar una revisién
acerca de trabajos en este campo. Aunque el fraccionamiento de campo abarca una amplia familia de técnicas el
presente trabajo se enfoca en AF4, siendo la técnica mas utilizada hoy en dia. Algunos resultados obtenidos con la
técnica precursora del AF4, cada vez menos utilizada: flujo simétrico FFF son incluidos. La AF4 utiliza s6lo una
pared permeable para el flujo transversal (Q.) que significa una simplificacién considerable, ademads de la geometria
del canal trapezoidal, con el centro de flujo de bajo de la inyeccién. En conjunto, estas mejoras, y otras, han
conducido a disminuir sustancialmente los tiempos de andlisis y una resolucién mejorada en comparacion al flujo
simétrico-FFF. Para mayor profundizacién de las diferencias entre los dos métodos, se pueden consultar las
referencias 1y 8.

CONSIDERACIONES INSTRUMENTALES PARA AF4

Eleccion de la membrana y la validacion del funcionamiento del canal.
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Existen varios tipos de materiales de membrana disponibles comercialmente. Al seleccionar el tipo de material es
importante considerar la minimizacién de interacciones no deseadas entre la membrana y la muestra. Es
especialmente importante considerar la atraccién entre la superficie y la muestra, moléculas / particulas, las cuales
podrian conducir a la adsorcién de las especies de la muestra en la superficie. También las interacciones de repulsion
deben ser consideradas, ya que pueden interferir con el fraccionamiento. Las proteinas pueden requerir algunas veces
optimizacién en el aspecto de adsorcién ya que por naturaleza tienen superficies activas contrariamente a la mayoria
de los polisacaridos presentes en los alimentos. La adsorcién potencial, de los polisacaridos de superficies no activas
en la membrana a veces puede ser discutido, especialmente por estar relacionado con valores bajos de recuperacién
de masa a partir de la separacién en el canal °. Esto, sin embargo, no ha sido investigado aun por lo tanto todos los
supuestos acerca de estas interacciones deben ser considerados con cuidado. En general, se puede afirmar que la
interaccién entre la muestra y la membrana es algo dificil de predecir, y, por lo tanto, a la hora de elegir un tipo de
membrana es necesaria la optimizacién experimental.

El funcionamiento de un canal recién ensamblado debe ser verificado antes de comenzar el andlisis, esto
normalmente se lleva a cabo mediante la inyeccién de una pequefia cantidad de un colorante soluble en agua,
suficientemente hidréfilo para que no sea fuertemente adsorbido en la superficie de la membrana. En el caso
particular de membranas a base de celulosa, un colorante adecuado es el azul de bromofenol (BPB) en solucién
acuosa a pH 6,5 * mientras que para membranas hidréfilas de poliester sulfona se recomienda el uso de una solucién
de anilina azul acuosa. La macromolécula azul de dextrano también puede ser considerada como colorante para este
fin. Para membranas de otros materiales se pueden requerir otro tipo de colorantes.

El colorante es inyectado durante la elucién a un valor bajo de (Q.) y éste deberia migrar al centro del canal
formando una linea a lo largo del mismo. Si son observadas algunas desviaciones en la linea de color, esto es
indicativo de que la membrana presenta algunos dafios o sea, algunas obstrucciones en el flujo o algunas perdidas de
liquido. El punto de enfoque (focusing point) en el canal serd verificado inyectando el colorante durante el enfoque
(focusing) y se observard una linea recta transversal al canal en punto. Finalmente también es importante verificar el
rendimiento del sistema utilizando una muestra estdndar conocida tal como una proteina, un polisacirido, o una
pequefia particula coloidal.

Fase movil, cantidad inyectada y condiciones de flujo

La fase movil en AF4 es comuinmente una solucién acuosa, aunque algunos solventes orgdnicos pueden ser
utilizados. Sin embargo lo mas comtin son las soluciones acuosas y éstas dependeran del tipo de analito.

El agua pura no es recomendable como fase mévil debido a que pueden presentarse interacciones electrostaticas con
la muestra, lograndose una separacién pobre y una resolucién deficiente. Para polisacaridos neutros es recomendada
una fase mévil que consista en un electrolito diluido por ejemplo, una solucién de 1 a 50 mM de NaNO; que ademas
contenga NaNj para evitar el crecimiento de microorganismos. Para polisacdridos o derivados que posean carga, es
necesario contar con solventes con mayor fuerza iénica y por su puesto esto puede afectar tanto al tamafio como a la
conformaciéon de la muestra. En el caso particular de las proteinas es necesario usar soluciones buffer. Las
membranas de ultrafiltracién también pueden ser una alternativa al uso de buffers y el control de pH, dependiendo del
material de la membrana.

Es necesario optimizar la cantidad de muestra a inyectar dentro del canal para minimizar o eliminar
particularmente problemas de sobrecarga de sefial (overloading). Esto es muy importante para lograr valores
precisos, tales como los coeficientes de difusién, que se obtienen de los tiempos de elucion. Esta optimizacion se
realiza inyectando cantidades diferentes de muestra, comprobando que el tiempo de retencién no varie ya que si esto
no sucede se asume que no existe una sobre carga (overloading).

Para proteinas pequefias el uso de un Q. constante es a manudo suficiente para lograr una separacion
satisfactoria. Sin embargo, para moléculas polidispersas, tales como polisacdridos o muestras que contengan
agregados, se utilizan programas de cross flow que decaigan en el tiempo lo cual permite una separacién eficiente de
moléculas de diferente tamafio de particulas y un esto conlleva también a menor tiempo de andlisis.

El empleo de campos programados ya establecidos para la separacién de macromoléculas ha sido frecuente
durante las tres tltimas décadas. ' Sin embargo, los estudios sobre la forma de eleccién de un tipo especifico de
Q. programado son escasos. La idoneidad de diferentes Q. programados ha sido investigada para el analisis de
derivados de almidén y celulosa utilizando estdndares de pululan''. Los autores encontraron que la aplicacién de un
Q. constante, no resulté en un fraccionamiento satisfactorio de las muestras, sin embargo, se logré un
fraccionamiento Optimo utilizando un Q, programado. Comparando diferentes Q. programados (es decir, un Q. que
decae lineal y exponencialmente) se encontré que el uso de un Q. programado que decae exponencialmente
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proporciona una mayor selectividad de masa molar para altas fracciones de masa molar. Esto dio buenos resultados
cuando existia una disminucién en la selectividad de masa molar de las fracciones bajas. Ademads, no se observaron
beneficios por tener un flujo cruzado inicial constante, durante la elucién, que luego decaiga.

Preparacion de la muestra para el andlisis

Las soluciones acuosas de polisacaridos son a veces muy dificiles de fragmentar. Las dificultades encontradas tienen
distintas causas y presentan complicaciones del tipo cinético ademas del hecho de que el agua no es un buen solvente
para estas macromoléculas. Muchos polisacdridos como el almidén, gomas a base de galactémanano y los beta
glucanos son muestras conocidas por su dificil disolucién en agua. Para poder disolverlas a menudo es necesario
utilizar temperaturas elevadas, pH alto, solvente organicos, (tales como el dimetil sulfé6xido, DMSO), adicién de
sales (tales como el bromuro de litio LiBr), etc. La solucién consiste en la eleccion acertada de la forma de la
disolucidén la cual evita la degradaciéon de la muestra. Otra dificultad dificil de detectar es la determinacién de
cuando y como se producido un bajo grado de degradacién de grandes macromoléculas.

CARACTERIZACION DE MACROMOLECULAS

Las propiedades obtenidas por la técnica AF4 dependen del tipo de detectores que son utilizados. Los coeficientes de
difusiéon (D), y por ende, los radios hidrodindmicos (r;) pueden ser calculados directamente de los tiempos de
elucién del canal de separacidn, sin embargo, la determinacién precisa de la masa molar requiere del uso de
detectores adecuados.

Determinacion de la masa molar (M), raiz cuadrada promedio del radio (1,,,)

La deteccion por difraccién de la luz, en conjuncién con la deteccidon de concentracion de una muestra permite
calcular de forma directa y sin calibracién la masa molar (M) y el tamafio de una molécula. Por lo tanto el AF4 con
el acoplamiento de este tipo de detectores resulta ser una potente herramienta para la caracterizaciéon de muestras
fraccionadas.

Los detectores mds usados son los de detecciéon de multi dngulo de difraccién de la luz (MALS), que detectan la
intensidad de difraccién de la luz que provoca una muestra en diferentes dngulos en relaciéon con la luz emitida. Los
datos obtenidos por la difraccion de la luz en el detector son ajustados a diferentes modelos matematicos tales como
Debie ", Zimm'*" y Berry '°, siendo estos los mds utilizados actualmente'’. La intencién de este articulo no es el de
desarrollar la teoria de esta técnica, sin embargo es recomendada la lectura de bibliografia '**°. Basicamente el uso
de los modelos permite la determinacién del r,,,, (conocido también como radio de giro r,), de la pendiente de una
curva ajustada a la dependencia angular de la intensidad de la luz dispersada. Esto se obtiene utilizando una relacién
conocida como 1indice de refraccidn con la concentracion de la sustancia a determinar y una concentracion conocida
(dn/dc), la masa molar (M), o mas especificamente el promedio de la masa molar (M,,) de cada fraccién la cual es
determinada de la interseccion de la curva ajustada. La selecciéon de un modelo, para ajustar los datos no es
necesariamente un proceso sencillo. Se ha realizado una investigacién comprensiva considerando la idoneidad de los
diferentes modelos para el estudio de diferentes tipos de macromoléculas utilizando MALS'"”. El trabajo mostré para
pequeiias especies de dispersion (r,,,< S0 nm) que el error en el cdlculo de M es < 1% maés alld del modelo aplicado.

Para las especies de dispersién mds grandes la eleccién del modelo es mds critica para obtener resultados
precisos. También se pudo demostrar que al adaptarse a modelos con un alto orden polinomial los resultados son mas
precisos pero a expensas de la robustez del modelo, esto debido a que éste es mas sensible a los errores de puntos
individuales de cada medicion. Los autores sugieren de forma general para muestras desconocidas la aplicacién de un
modelo de datos de dngulo bajo, como en el caso del método de Berry que es preferible para obtener datos precisos
de M y de r,,;en vez de utilizar ajustes polinomiales de orden superior.

Determinacion del coeficiente de difusion y del radio hidrodindmico

Dado que la separacién por AF4 ocurre basada en el coeficiente de difusién (D) de las fracciones de la muestra, el
mismo puede ser determinado a través de los tiempos de elucién®'. Luego, una vez determinado D, es posible calcular
el radio hidrodinamico despejando de la ecuacién conocida como Stokes-Einstein™”. Es importante mencionar que el
célculo de D a partir de los tiempos de elucién resulta complicado cuando se utiliza un flujo programado Q. en
comparacién con un flujo constante, ya que éste es funciéon del tiempo y de la posicién a lo largo del canal de
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separacion. El llamado efecto de relajacién secundario™ puede afectar los resultados ya que el campo decaerd
continuamente causando una migracién de los componentes de la muestra a una nueva distancia de equilibrio en la
pared de acumulacién. Por lo tanto el perfil de concentracion en el canal de separaciéon puede quedar retrasado de la
distancia de equilibrio si el campo decae rdpidamente y/o la difusién de las fracciones de la muestra es lenta. En
canales de tipo rectangular el cdlculo de D puede ser resuelto analiticamente'®. Sin embargo en el caso de los canales
trapezoidales, lo mas comun actualmente, es el cdlculo de D a partir de los tiempos de elucién y éste necesita ser
realizado numéricamente. Hallazgos recientes han demostrado que D puede ser calculada con precisién con muy
bajos porcentajes de error’. Sin embargo, el error se incrementa cuando gradientes de tiempo muy empinados en Q,
son utilizados, por ejemplo, si es deseado un célculo preciso de D y r,, los decaimientos empinados para Q. deberian
ser evitados. Este comportamiento es de cardcter mas general para el fraccionamiento de campo de flujo y ha sido
observado en estudios iniciales™.

Otra forma para determinar D y r;, es utilizando un detector de difraccién de la luz quasi-eldstico conocido por
sus sigla en Inglés QELS, como ha sido demostrado en el andlisis de almidones®’. Se ha reportado que para obtener r,
con buena precision los valores no deben pasar de 50nm ya que por encima de este valor los tiempos de correlacién
serfan muy largos y se requiere detener el flujo”’.

Cdlculo de la conformacion y forma del polimero

La conformacién de varias macromoléculas puede ser obtenida por AF4-MALS. Comiinmente se calcula la misma a
partir de

Tems = KM" (1)

Graficando el log r,, vs. log v se puede obtener la pendiente de la grifica. Para moléculas esféricas v = 0,33, para
moléculas en forma de barra y es cercano a 1 y para moléculas en forma de espiral aleatoria vy estd entre 0, 0,5-0,6.
Este enfoque puede ser muy Util para poder distinguir entre las diferentes conformaciones dentro de la distribucién de
particulas obtenidas en el AF4. Un inconveniente es que el valor de y es muy sensible a errores cuando obtienen
datos de muestras con alto ruido de fondo.

Tabla 1. Valores Calculados de la relacion r,,/r, para diferentes objetos

Objeto Frms/Th

Esfera homogénea 0,77528

Barra (rod)

Relacién Axia = 25 2,17
Relacién Axia = 100 2,87
Espiral (randon coil)

0 condiciones 1,50%

solvente adecuado 1,78%

Polimeros ramificados de forma 1,7330
aleatoria

Polimeros altamente ramificados 1,23%

Otro parametro conformacional interesante es la relacién entre r,,, y r,. Como se discutié anteriormente 7y,
puede obtenerse de manera directa de los tiempos de elucién en AF4. Esta relaciéon puede proporcionarnos
informacién valiosa acerca de la conformacion y la forma de las macromoléculas. Para una molécula de forma
esférica uniforme (con un r;, idéntico al radio geométrico) la relacioén es igual a 0,775. Las relaciones tipicas de
macromoléculas estdn entre 1 y 2. Los valores mayores a 2 generalmente indican anisotropia entre las moléculas,
conformaciones muy alongadas. Relaciones < 0,7 son tipicamente de moléculas altamente infladas o micro geles *'.
En la Tabla 1 se muestran valores tedricos de la relacion r,,,/r, obtenidos usando simulaciones, mientras que en la
Tabla 2 se muestran valores experimentales que son usados para distinguir entre diferentes conformaciones basados
en la distribucién de tamafio de las particulas.
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Tabla 2. Valores de M y de la relacion r,,,/r;, de algunos polimeros obtenidos experimentalmente

Polimero M rango(10° g/mol) Foms/Th
Acetato de polivinilo(microgeles) 32-423 0,54-0,60°"
Alginato 0.06 -1,0 112,52
Almidon 3
Amilopectina 78-270 1.02-1.29
Amilosa 0,02-1 1,64-2,20*
35
Beta glucanos( cereal) 0,15-20 0’3'2-01336
Caseina(Micelas) 0.8-2.0b 40-104 .
Celulosas (mofidicadas, no aniénicas) 0,23-5,0a 1,71-2,64
Dextrano 0,03-0,7 1,3-1,7®
Glucogeno 0,0013-2,66° 1,00-1,27%°
Glucopolimeros Hiper-ramificados 2,36-42,37 0,68-0,73 *
Goma Aribica 1.9-35,9 0,4-1,5%
) 2-10 0,6-1,0*
Goma Carragan 0,15-30 1,0-3,043
44
Goma Mesquita 0,01-4 1,96
e
Goma Xantan 1,5-5,0 1,7-3 B
Pululan 1,37-2,94a 2,17-2,95
Vesiculas extracelulares(exosomas) 0,15-0,9 1,1-1,5%
Vesiculas lipidicas unilaminares 0,84
(cerebro de cerdo) 0,97-1,10"

Ademas se ha propuesto que la relacién r,,/7, junto a la densidad aparente como medio para distinguir entre
estructuras agregadas y no agregadas en una poblacién®>°.
La densidad aparente a través de la distribucién de tamafio puede ser obtenida a través del cdlculo de M (masa molar)

y los datos de los radios, utilizando cualquiera r,,,; 0 r, como:

. M; . M; o
o i = ———— g0 fg; = ——— (2

Tt 1"1{7":'".'?15]:' Ny e 1"1{""& ]:' A

Donde M; es la masa molar de la fraccion i, V; el volumen de la fraccidn i, N, el nimero de Avogadro y a se obtiene
de la siguiente ecuacién, donde r es el radio geométrico de una esfera.

'3
_ Vssfs'."a{"':"ms] _ 7"3-715 ( 5 T)

Vesfera™) Y ?"! :G_); )

Aunque la densidad en este caso es una propiedad aparente, ésta describe la distribucion de masa en los
volimenes de cada fraccién y por lo tanto proporciona informacién acerca del escalamiento de una poblacién
macromolecular. Indirectamente, la densidad aparente describe el volumen aparente de las moléculas. Esto puede ser
considerado como una influencia en pardmetros fundamentales como por ejemplo el apantallamiento de la
concentracion para una macromolécula, por ejemplo la transicién de una solucién diluida a una semi-diluida donde la
viscosidad de la solucién comienza a ser fuertemente dependiente de la concentraciéon de la macromolécula. Esta
relacién fue observada en almidones con alto contenido de amilopectina®.La densidad aparente también estd
relacionada con el grado de ramificacién (GR) , mientras mds ramificada sea una molécula se espera que presente una
densidad aparente alta en comparacion con moléculas no ramificadas. Por ejemplo el gluc6geno que es una molécula
formada por enlaces a(1-4) glucanos unidos a ramificaciones de tipo a(1-6), pero con un (GR) 0,07-0,10%, presenta
una densidad aparente mayor que la amilopectina, la cual presenta el mismo tipo de enlaces a(1-4) glucanos con
ramificaciones de tipo a(1-6), pero un con un GR igual a 0,05 ***° .
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Otro de los usos de los datos obtenidos por difraccion de la luz para determinar la conformacién de polimeros es
la creacién de los grificos denominados de Kratky ', los cuales requieren alta calidad en los datos obtenidos por
difraccién de la luz . En este método los graficos obtenidos experimentalmente son comparados con otros
construidos de forma tedrica para diferentes formas y estructuras de macromoléculas. En general los graficos de
Kratky son muy utiles para la caracterizaciéon de macromoléculas con valores de deteccién de 7,,,; > 100 nm y sirve

para la deteccién de moléculas ramificadas *° o distinguir moléculas agregadas™. En la caso particular de muestras de
alimentos los graficos de Kratky han sido construidos a partir de la técnica AF4-MALS en la caracterizacion de

amilopectina
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