FILTRACION

cComo elegir los filtros MWCO?

Los filtros MWCO, también conocidos como filtros para centrifuga o centrifugos, son
comunmente usados en equipos de ultrafiltracion de laboratorio para la concentracion,
purificacion e intercambio de tampones de muestras de polinucledtidos y proteinas.
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ara seleccionar el filtro MWCO apro-
Ppiado, necesitamos considerar va-

rios factores, como el volumen inicial
y el peso molecular (MW) de la muestra.

Peso molecular (MW)

En microfiltracién, el tamafio de poro de la
membrana es usualmente medido en mi-
cras (rango desde 0,1 a 10 y), indicando que
las particulas mayores que esta especifica-
cion seran retenidas por la membrana.

Para las membranas de ultrafiltracién
(rango desde 0,01 a 0,1 ), éstas estan cla-
sificadas basandose en NMWL (Nominal
Molecular Weight Limit) o MWCO (Molecular
Weight Cut Off), que aparecen en unidades
Dalton (Da) o KiloDalton (kDa)

kDa vs micras
ElKiloDalton (kDa) es una unidad de medida
para el peso molecular. Un incremento en
los kDa de una molécula indica un corres-
pondiente aumento en el nimero de d&tomos
en la molécula. Por otro lado, una micra es
una medida de la longitud molecular.
Aunque peso molecular y longitud mo-
lecular estan relacionados, no existe una
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constante fija especifica de proporciona-
lidad entre peso y longitud. Esta relacion
varia debido a multiples factores, como la
estructura de la proteina, compacidad y
conformacién en una solucion. Esto signifi-
ca que un incremento de atomos, que con-
lleva un incremento del valor kDa, podria
mantener el mismo didmetro molecular.

Como guia general, tipicamente 100 kDa co-
rresponden a un radio de particula de 0,01 p.

Para una evaluacién mas precisa del tama-
fio de una proteina, técnicas como la disper-
sion de luz dinamica (DLS) o la cromatografia
de exclusion molecular (SEC) pueden ser uti-
lizadas, ya que miden directamente la distri-
bucién de tamafio.

MWCO en ultrafiltracién
Molecular Weight Cut-Off (MWCO) es un térmi-
no usado en membranas defiltracién para des-
cribir el tamafio de poro o capacidad de reten-
cién de una membrana de ultrafiltracion. Una
membrana de ultrafiltracién con un MWCO
definido indica que un 90% de las moléculas
por encima de este valor seran retenidas por la
membrana. Los fabricantes de membranas de
ultrafiltracién cominmente producen MWCO
de 3kDa, 50 kDa, 100 kDa etc.

Aunque varios factores afectan a la capaci-
dad de retencién en ultrafiltracién, general-

mente recomendamos elegir una membrana
de ultrafiltracién con un MWCO que sea 2-3
veces menor que el peso molecularde la ma-
cromolécula objetivo que deseamos concen-
trar. Esta eleccidén asegura un mejor resultado
y la eficiencia del proceso de ultrafiltracion.

Objetivo peso

Filtro MWCO molecular MW/

3 kDa 6 kDa < MW < 20 kDa
10 kDa 20 kDa < MW < 60 kDa
30 kDa 60 kDa < MW < 100 kDa
100 kDa 200 kDa

Consecuencias de un filtro MWCO
pequeio

Seleccionar una membrana MWCO dema-
siado pequefia puede prolongar el proceso
de concentracién y reducir el caudal. Adi-
cionalmente, un filtro MWCO més pequefio
podria provocar una precipitacion de la pro-
teina debido a una elevada concentracion
proteica.

Consecuencias de un filtro MWCO grande
En cambio, optar por un MWCO demasiado
grande dard como resultado que la super-
ficie de la membrana intercepte mas mo-
léculas y particulas en la muestra, lo que
provocara una mayor fijacién no especifica.
Para maximizar el rendimiento, se recomien-
da utilizar una unidad de filtracién y un area
de membrana relativamente més peque-
fias. Los filtros centrifugos estdn hechos de
membranas de celulosa regenerada con baja
fijacion a proteinas, que presentan una tasa
de recuperacién de proteinas relativamente
alta.

Factores que afectan a la interceptacion
en ultrafiltracion

Como hemos mencionado anteriormente,
varios factores afectan a la capacidad de re-
tencién de la membranay a la recuperacion
del producto en ultrafiltracion, incluyendo
la conformacién molecular, las propiedades
cargadas, la composicién y concentracién
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de la muestra, condiciones operativas, con-
figuracion del equipo etc.

Aqui tenemos varios factores a tomar en
consideracion:

Concentracién de la muestra

Las muestras con una concentracion por
debajo de 1 mg/ml pasaran mas facilmente
comparado con otras por encima de 10 mg/
ml. Ademas, la presencia de otras moléculas
puede incrementar la concentracién de la
muestra también.

Composicion de las moléculas
Las proteinas globulares tienen mayor reten-
cién que los polimeros flexibles con largas
cadenas, tal como el poliestireno y dextrano.
Esto implica que las moléculas lineales tie-
nen mayor facilidad de paso a través de los
poros de la membrana comparado con las
moléculas globulares.

Por lo tanto, para moléculas globulares, la
mejor eleccién es un filtro centrifugo con un
MWCO equivalente o ligeramente menor que

el peso molecular de la molécula objetivo.
Esto reducird el tiempo de centrifugacién,
asegurando la tasa de recuperacién simulta-
neamente, y reduciendo significativamente
el riesgo de dafio macromolecular.

Presién transmembrana

Una elevada presion transmembrana cau-
sada por la fuerza G durante el proceso de
centrifugacion incrementaré el paso de mo-
léculas. Por el contrario, reducir la fuerza G
puede mejorar la capacidad de retencién de
la membrana.

Compatibilidad quimica

Para prevenir la dilatacion o degradacion que
puede perjudicar la actuacion de la membra-
na, es esencial que las membranas sean qui-
micamente compatibles con la solucién.

pH y condiciones idnicas

El cambio de pH y condiciones iénicas po-
drian causar cambios en la conformacién de
la molécula.

FILTRACION

Temperatura

Las bajas temperaturas pueden reducir la
permeacién de la molécula a través de una
membrana comparado con temperaturas
mas altas (4°C vs 24°C)

Conclusién
Considerando cuidadosamente el MWCO de
la membrana de ultrafiltracién, se puede lo-
grar una éptima concentracion, reduciendo la
precipitacion de proteina, y mejorar la eficien-
cia general en el proceso de filtracion. Cuando
se trabaja con muestras carentes de referen-
cia, es recomendable inicialmente probar un
filtro centrifugo con un MWCO que es la mitad
del peso molecular de la molécula objetivo.
Ya que muchos factores afectan a resultado
final, es crucial realizar experimentos piloto
para validar la actuacion de la membrana
para una aplicacion especifica. Las unidades
de filtro centrifugo ofrecen una actuacion
optima y una elevada recuperacién de pro-
tefnas, siendo una excelente seleccién para
las necesidades de ultrafiltracion @
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