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Resumen

En los dltimos afios, el uso de antibidticos ha aumentado a nivel mundial. Entre los
antibioticos mas usados, se encuentra la tetraciclina. Debido a su amplia actividad
frente a diferentes microorganismos, es utilizada en seres humanos y en la industria
agropecuaria. La tetraciclina llega al agua a través de las heces de los humanos y
los animales y por medio de escorrentias afectando directamente el desarrollo de
microalgas y cianobacterias comprometiendo la cadena tréfica de ecosistemas
acuaticos. La tetraciclina en cuerpos de agua también estd relacionada con la
aparicion de genes y bacterias resistentes al antibiotico. Diferentes tecnologias se
han implementado para eliminar o degradar este compuesto y dentro de las mas
eficientes y de bajo costo esté el uso de membranas ceramicas. En este trabajo se
caracteriz6 la superficie de las membranas antes y después de la impregnacion por
medio de microscopia electronica de barrido (SEM) con el fin de observar el cambio
en la estructura superficial. Se determiné la capacidad de remocién de tetraciclina
con respecto al tiempo por medio de espectrometria UV Vis y se compararon los
resultados de remocion obtenidos entre membranas sin tratamiento y membranas
impregnadas con gelatina porcina. Se obtuvo un porcentaje de remocion del 84.81%
en la membrana impregnada de 5 KD, lo cual fue superior al porcentaje de remocién
mas alto obtenido en las membranas sin el tratamiento.

Palabras clave: Tetraciclina, membranas ceramicas, gelatina porcina, remocion.



ABSTRACT

In recent years, the use of antibiotics has increased worldwide. Tetracycline is one
of the most widely used antibiotics. Due to its wide activity against different
microorganisms, it is used in humans and in the agricultural industry. Tetracycline
reaches the water through the feces of humans and animals and through runoff,
directly affecting the development of microalgae and cyanobacteria, compromising
the trophic chain of aquatic ecosystems. Tetracycline in bodies of water is also
related to the appearance of antibiotic-resistant genes and bacteria. Different
technologies have been implemented to eliminate or degrade this compound and
among the most efficient and low cost is the use of ceramic membranes. In this work,
the surface of the membranes was characterized before and after impregnation by
means of scanning electron microscopy (SEM) in order to observe the change in the
surface structure. Tetracycline removal capacity was determined with respect to time
by means of UV Vis spectrometry and the removal results obtained between
membranes without treatment and membranes impregnated with porcine gelatin
were compared. We achieved a removal of 84.81% in the 5 KD impregnated
membrane, which was higher than the highest removal percentage obtained in the
membranes without the treatment.

Keywords: Tetracycline, ceramic membranes, porcine gelatin, removal.
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1. INTRODUCCION

El consumo mundial de antibiéticos ha crecido a un ritmo sostenido de 2000 al 2015
(Klein et al., 2018). En México en este mismo periodo el uso de antibiéticos disminuyo
de manera importante gracias a los cambios en las politicas publicas y al control de
las prescripciones de estos medicamentos para tratamiento humano. Bien, en paises
como China y Egipto se han investigado las fuentes de origen de los antibitticos que
se acumulan en los acuiferos, y se ha demostrado que una gran parte de ellos proviene
de la produccién de animales para distintos fines, principalmente en la produccién de

carne, huevo y leche (Han et al., 2018).

La acumulacion de estos medicamentos en los cuerpos de agua podria tener efectos
téxicos sobre la salud humana como la creacion de genes de resistencia bacteriana,
lo cual representa un atraso en el avance de la medicina. Ademas, deja residuos en
los animales por su baja degradacion y esto compromete la calidad de los alimentos
(Shan et al., 2020).

Entre las moléculas méas estudiadas se encuentra la tetraciclina, ya que esta presente
en varios cuerpos de agua y es un antibiético comercial usado para las unidades de
produccién animal. En la produccion animal existen riesgos de enfermedades que
pueden traducirse en pérdidas econdémicas, lo cual, promueve entre ganaderos el uso

de dichos farmacéuticos (Che et al., 2017).

Desde el 2017, la FDA (Administracion de Alimentos y Bebidas) prohibi6 el uso de los
medicamentos importantes para la salud humana, lo que quiere decir que los obsoletos
pueden seguir formando parte del proceso de produccién animal. El uso de la
tetraciclina en el proceso de produccion animal se basa en tres diferentes niveles:
tratamiento para animales enfermos, controlar un grupo de animales cuando algunos
de ellos estan enfermos y, por ultimo, como promotores de crecimiento (Mahmoud &
Abdel-Mohsein, 2019).
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Existen distintos métodos para la remocion de antibiéticos del agua como la adicion de
agentes microbiales que han demostrado la efectiva degradacion de estos
contaminantes emergentes. Existen otros estudios donde se demuestra que la bio
transformacion de la tetraciclina por medio de la produccion de bio surfactantes

permiten mayor remocion del antibidtico que la adsorcidn y la hidrolisis (Liu et al., 2019)

El objetivo de este proyecto es evaluar el uso de gelatina porcina como tratamiento
para membranas cerdmicas de Oxidos mixtos y determinar su eficiencia para la
adsorcioén de tetraciclina presente en agua respecto al tiempo de contacto, asi como

evaluar la interaccion quimica de los grupos funcionales de ambos compuestos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion del agua

La huella antropogénica ha alcanzado poco a poco los ecosistemas
comprometiendo la calidad del agua. Debido al crecimiento de la poblacion y por
ende el aumento de actividades industriales y agropecuarias que involucran el uso
del agua, la necesidad de incorporar nuevas técnicas y/o metodologias para el
tratamiento de aguas ha sido de vital importancia para mantener la disponibilidad
de este recurso. Mas del 50% de aguas provenientes de diferentes procesos no
reciben un tratamiento antes de ser descargada ocasionando que los cuerpos de
agua sean afectados por diferentes compuestos (Zacarias et al., 2017).

2.2 Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes reciben este nombre porque son compuestos que,
si bien han estado presentes desde hace tiempo en diferentes medios, van
surgiendo sus efectos de los cuales no hay investigacion suficiente y ain no son
regulados. En las Ultimas décadas la presencia de contaminantes emergentes (CE)
ha sido de principal interés en muchos estudios debido a que se han encontrado en
distintos cuerpos de agua, incluso en la potable. Estos contaminantes entran al
ambiente a través de diferentes fuentes antropogénicas ademas de la contribucion
geogénica (Devi et al., 2020).

Los contaminantes emergentes (CE) son compuestos quimicos de diferente origen
y naturaleza quimica que representan un riesgo para la salud humana y para el
ambiente. Entre las caracteristicas de los CE se encuentra que ademas de ser
persistentes, son solubles en agua, lo que indica que pueden estar presentes en
todas las etapas del ciclo del agua. Entre los compuestos mas investigados se
encuentran los detergentes, productos de cuidado personal y los productos
farmacéuticos y de estos ultimos, los méas estudiados en los ultimos afios son los

antibioticos (Zacarias et al., 2017).
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Estos compuestos han aumentado el interés de investigacion, puesto que son
dificiles de degradar en condiciones naturales, implica su acumulacion en el
ambiente. Esto representa un mayor reto para eliminarlos del medio donde se
encuentran. A pesar de no ser persistentes en la mayoria de los casos, son solubles

lo cual permite su presencia en cada etapa del ciclo del agua (Barrocas et al., 2020).

2.3. Antibiodticos

Son sustancias organicas que se producen a partir de seres vivos y son capaces de
eliminar o impedir el crecimiento de ciertos microorganismos. Actdan
particularmente sobre bacterias y hongos encontrados en humanos y animales
(Grenni et al., 2018). Son utilizados en la medicina general para la eliminacion de
bacterias (de ahi el nombre de antibiéticos) y en los animales como medicamento

profilactico, para favorecer su desarrollo y crecimiento (Felman, 2019).

Los antibiéticos llevan mas de 60 afios formando parte de la agricultura y la medicina
(Meena et al., 2015).Estos compuestos han sido de principal preocupacion en
diversos estudios debido a su creacién de genes asociados a la resistencia
antibiotica. Estos genes estan relacionados con la contaminacion de aguas
superficiales por escorrentias y la destruccion de redes tréficas (Choi et al., 2019).
Estudios del agua realizados en Europa muestran que los antibiticos son los
compuestos mayormente encontrados en aguas superficiales (Szekeres et al.,
2018).

El uso anual de antibiéticos en el mundo es de 100 a 200 mil toneladas, lo cual es
considerado un volumen de consumo alto comparado con la dosis administrada por
paciente (Quoc et al., 2020). Estos medicamentos ingresan al ambiente de muchas
formas. Puesto que son compuestos dificiles de degradar, incluso después de su
uso por el ser humano y los animales, son excretados por medio de la orina y heces
(Saremi et al., 2020).

Debido a la baja concentracion de antibioticos detectada en los cuerpos de agua y

por la falta de informacién, otra de las cuestiones de reciente interés de los CE es
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que, debido a su baja concentracion detectada en los cuerpos de agua, sus posibles
efectos en el ambiente han pasado desapercibidos a lo largo de los afios (Gil et al.,
2012).

2.3.1 Clasificacién de antibiéticos

Existen 5 diferentes clases de antibidticos y dentro de las mas utilizadas se
encuentra el grupo de las tetraciclinas. El grupo de los fluoroquinolonas,
sulfonamidas, tetraciclinas y macrélidos son de los mas detectados en aguas en
cuerpos de agua. En la tabla 1 se puede observar que el grupo de las tetraciclinas
se encuentra dentro de los de mayor peso molecular y a pesar de que las
concentraciones detectadas no son tan altas, forman parte del grupo de los mas
utilizados comparado con los demas antibiéticos (Meena et al., 2015).

14



Tabla 1 Clasificacion de antibioticos de acuerdo con su peso molecular y
concentracion detectada en aguas residuales (Meena et al., 2015).

Nombre del | Clase o subclase Peso Concentracion
antibiotico molecular detectada
Roxitromicina Macrolido 837 17 pg/L
Eritromicina Macrolido 734 10.2 pg/L
Sulfadiazina Sulfonamidas 250 5.1 yg/L
Tetraciclina Diaminopirimidinas | 444 117-1650 ng/L
Sulfapiridina Sulfonamidas 249 12.4 ug/L
Oxitetraciclina Diaminopirimidinas 460 238-1680 ng/L
Trimetoprima Diaminopirimidinas 290 10.5 pg/L
Ofloxacino Fluoroquinolonas 361 32 ug/L
Ciprofloxacina Fluoroquinolonas 331 14 ug/L

La tetraciclina forma parte de los antibiéticos con menor solubilidad en agua (231
mg/L) por lo que es importante remover el antibidtico desde cuerpos de agua para

evitar que afecte a los microorganismos presentes en suelo (Quoc et al., 2020).

2.3.2 Uso de antibioticos
Las caracteristicas de los antibiéticos han permitido ampliar su uso en distintas
areas desde su descubrimiento. En los hospitales, para la produccion de ganado y
la industria de agricultura se ha detectado un aumento significativo en el abuso de

estos compuestos (Choi et al., 2019).

China es uno de los mayores productores y consumidores de antibidticos en el
mundo, con un total de 248 mil y 162 mil toneladas respectivamente. Este consumo
aumenta significativamente el numero de publicaciones relacionadas a la
investigacion de riesgos por antibiéticos y la aparicion de genes de resistencia

bacteriana y bacterias resistentes a los antibiéticos (Quoc et al., 2020).
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A pesar de sus propiedades antibacterianas, son usados mayormente como
promotores de crecimiento en la veterinaria, por ejemplo, en Estados Unidos mas
del 60% de los antibioticos se utilizan con fines no terapéuticos. La produccion de
estos antibioticos se da principalmente en China y la India y este Ultimo reporta una

tasa de crecimiento del 10% (Meena et al., 2015).

En un estudio realizado en 76 paises, se muestra un aumento de consumo de
antibioticos del 37% en 71 paises en un periodo de 17 afios (2000-2017) y del 65%
a nivel mundial en el mismo periodo que va desde 21.1 a 34.8 billones de DDD’s
(Dosis Diarias Definidas). El estudio a su vez muestra la comparativa del consumo
entre paises primermundistas y se demuestra que el mayor aumento se da por el
incremento en el consumo de paises de ingresos bajos-medianos grupo al cual

México pertenece (Klein et al., 2018).

Residuos de antibidticos han sido encontrados en diferentes cuerpos de aguas,
desde rios y lagos hasta plantas de tratamiento de agua. Estos residuos llegan a
microorganismos como las microalgas y cianobacterias. En bajas concentraciones
resultan benéficos para su crecimiento, pero su acumulacion en el ambiente puede
afectar su desarrollo, su morfologia, actividad fotosintética y volumen celular entre
otras caracteristicas ademas del efecto adverso en el ecosistema (Zhong et al.,
2021).

Es un problema de salud mundial que ha llamado la atencién de la Organizacion
Mundial de la Salud que desde el 2015 ha propuesto campafas de concientizacion
del uso de antibidticos. Existe también un compromiso por parte de la Alianza
Mundial para la Investigacion y el Desarrollo de Antibiéticos para proporcionar

nuevos antibioticos y mejorar los ya existentes (OMS, 2020).

2.4 Tetraciclina: caracteristicas
La tetraciclina es un antibiético de naftaceno de amplio espectro producido
semisintética mente a partir de clortetraciclina, un antibiético aislado de la bacteria

Streptomyces aureofaciens (Information, 2020).
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Es producto de Streptomyces aureofaciens y se encuentra dentro de la clasificacion
de las tetraciclinas tipicas; estas son bacteriostaticas, es decir, que detienen el

crecimiento de las bacterias (Tariq et al., 2018).

Forma parte del segundo grupo mas comun de antibiéticos producido y consumido
en el mundo (Saremi et al., 2020). Es un agente bacteriostatico de amplio espectro
con actividad frente a un gran nimero de microorganismos, lo que ha suscitado su
uso en seres humanos y en algunas areas de la agricultura (Vicente & Trallero,
2010). Son derivados de la naftacenocarboxamida policiclica y cuentan con un

nucleo tetraciclico (Figura 1).

HaC.
HO, CHy

=] I

OH O OH O O

Figura 1 Estructura quimica de la tetraciclina (Aldrich, 2021).

En la figura 1 se muestra la estructura quimica de la tetraciclina comercial Sigma
Aldrich. Se pueden observar grupos funcionales como alquilo, hidroxilo y amina
(Tarig et al., 2018). El anillo de benceno que compone a la TC, lo hace un compuesto
dificil de degradar por el metabolismo biolégico (humanos y animales) y esto
ocasiona que un 50% de lo administrado, se descargue directamente al agua y al
suelo (Feng et al., 2020).

2.4.1 Efectos de la tetraciclina en el ambiente

La tetraciclina es el antibiético mas usado mundialmente (Hoslett et al., 2020).En
varios estudios, se muestra que dicho compuesto, en muchos de los casos no es
asimilado completamente por el organismo tanto de animales como de seres

humanos, provocando que lo administrado sea desechado de manera directa y
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llegue a cuerpos de agua y suelo (Feng et al., 2020). Los reportes de algunos
estudios indican concentraciones a nivel mundial en lagos de 17 ng/L y en el caso
de las aguas superficiales se han encontrado concentraciones de hasta 140 ng/L
(Yang et al., 2018).

Existen diferentes estudios que resaltan la problematica que representa la presencia
de tetraciclina en cuerpos de agua. La principal preocupacion es su uso desmedido
por los seres humanos y su constante aplicacion en la produccidn pecuaria lo que
hace que se acumule en el agua (Wang et al., 2020). Su presencia en el agua tiene

diversos efectos; directos e indirectos.

De manera indirecta, la tetraciclina se relaciona con la aparicion de bacterias
resistentes al antibiético que representan un atraso importante en la medicina actual,

ya que los antibiéticos pierden su impacto y funcionalidad (Roy et al., 2021).

También se ha estudiado el efecto en la salud de los nifios después de una
exposicion prolongada ya que puede causar dafios severos a la salud (Yang et al.,
2018). El descontrol que hay en el consumo de la tetraciclina provoca su
acumulacion en cuerpos de agua comprometiendo la calidad de este recurso y

poniendo en riesgo la salud humana (Li et al., 2020).

La tetraciclina es un antibiético de amplio espectro que impacta a un gran niamero
de microorganismos y los compuestos antimicrobianos (genes resistentes al
antibiotico) pueden matar o inhibir el crecimiento de cianobacterias, protozoos,
hongos, arqueas, virus, microalgas ocasionando dafios a la cadena tréfica marina 'y

a los ecosistemas acuaticos (Grenni et al., 2018).

Los compuestos antimicrobianos se encuentran en el listado del Programa de Medio
Ambiente de las Naciones Unidas (UNEP) como el primero de los 6 contaminantes

de mayor preocupacion de riesgo ambiental (Chen et al., 2021).

Sin embargo, no todos los organismos reaccionan igual ante un compuesto toxico,

se siguen estudiando a fondo los efectos que tiene la tetraciclina por acumulacién
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en ciertos organismos e incluso la posible toxicidad de ciertos compuestos que se

crean al interactuar con otros contaminantes (Xiaohui et al., 2018).

2.5. Técnicas de remocién de contaminantes emergentes

2.5.1 Procesos electroquimicos

Un método para favorecer la degradacion de la tetraciclina es por medio de
procesos electroquimicos, en donde se aprovecha la energia de una reaccion éxido-
reduccion para estimular la reaccién de degradacion del compuesto. Por ejemplo,
en el Reino Unido se realiz6 un estudio con fieltro de carbono (FC) como parte de
un proceso electro-fenton. Sin embargo, estas técnicas requieren de temperaturas
hasta de 900 °C para ser efectivas y esto implica un alto consumo de energia y por

lo tanto un alto costo de operacion del sistema (Chen et al., 2019).

2.5.2 Procesos de adsorcion

Los procesos de adsorciéon son uno de los tratamientos mas efectivos que ha
recibido la tetraciclina. Son considerados como tratamientos potentes debido a su
eficiencia, su bajo costo y su facil operacioén (Rizzi et al., 2020).

2.5.2.1 Uso de Carb6n mesoporoso

En China, se realizé un estudio de adsorcién de tres antibidticos (tetraciclina,
ciprofloxacina y sulfadiazina) por medio de una base de glucosa con carbén
mesoporoso (GMC). EI GMC mostré6 una capacidad maxima de adsorcion de
tetraciclina de 297.91 mg/g y se determina que el pH y la temperatura influyen de

manera positiva para la adsorcion de los antibiéticos (Wang et al., 2020).

Se han probado distintos compuestos para mejorar el uso de materiales
mesoporosos. En China, se dopd carb6n mesoporoso con nitrdgeno derivado del
estiércol de cerdo para promover la adsorcion y oxidacion catalitica de la tetraciclina
obteniendo buenos resultados, sin embargo, este proceso también requiere de

temperaturas por encima de los 600°C (Feng et al., 2020).

2.5.2.2 Uso de Biochar
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Otro tratamiento para dicho compuesto es el uso de biochar que en los ultimos 30
afios ha recibido un interés de investigacion significativo por las ventajas que
presenta. El biochar se produce a través de la pirolisis de distintos materiales. La
principal ventaja es que se obtiene también a traves de restos de comida y plantas
provenientes de la agricultura, sin embargo, muestra una adsorcion de un poco

menos de 50 % sobre la concentracion inicial del compuesto (Hoslett et al., 2020).

Un estudio similar sobre dos biochar a diferente temperatura de pirolisis con la
intervencidn de acido citrico se realizoé en China. Los resultados demostraron que el
acido citrico inhibe la adsorcién de tetraciclina en el biochar por consecuencia del
bloqueo de los poros y su lucha por ser absorbido en el biochar al igual que la
tetraciclina. Aunque resultan ser de muy bajo costo, aln se esta trabajando para
mejorar la eficiencia incorporando diferentes activos al Biochar para aumentar la

adsorcion de Tetraciclina (Zhang et al., 2020).

2.6 Membranas cerdmicas

Las membranas ceramicas son un tipo de material novedoso y ecolégico de
separaciéon de alta eficiencia, de bajo costo por el ahorro de energia. Son
ampliamente utilizadas para la adsorcién de distintos compuestos por su amplia
variedad de tamafios de poro. Recientemente han sido utilizadas para la adsorcion
de contaminantes pequefios de cuerpos de agua y dentro de sus aplicaciones esta
el tratamiento de aguas residuales con compuestos dificiles de eliminar (Dong &
Yiqun, 2021).

Las membranas ceramicas muestran mayor ventaja frente a las poliméricas ya que
cuentan con mayor estabilidad quimica, mecéanica y térmica (Das et al., 2016).
Ademas, estas caracteristicas permiten realizar limpiezas a profundidad y
someterlas a esterilizacion en autoclave por ejemplo lo que brinda la posibilidad de
aumentar la vida util de la membrana (Marzouk et al., 2021).
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Esta tecnologia sirve para separar los compuestos de interés por medio de una
diferencia de presion (Merlet et al., 2020). De acuerdo con su tamafio de poro se
pueden separar diferentes compuestos y cada separacion recibe un nombre
diferente; microfiltracion (separacion de particulas entre 0.1 y 10 pm), ultrafiltracion
(separacion de particulas entre 0.01 y 0.1 pm y la nandfiltracion (separacion de
particulas entre 0.001 y 0.01 pm) (Qalyoubi et al., 2021).

Ademas de la seleccion del tamafio de poro, se ha probado su eficiencia con
diferentes configuraciones que las hagan mas afines al compuesto que se desea
filtrar. Por ejemplo, para soluciones con solventes organicos, las membranas

ceramicas no cuentan con el rendimiento que se requiere (Merlet et al., 2020).

La incorporaciéon de ciertos materiales o elementos ha permitido mejorar las
condiciones de las membranas, tal es el caso del uso de nanoestructuras que
funcionan como relleno y permiten mejorar sus propiedades como la
rugosidad, permeabilidad y resistencia a incrustaciones (Sheikh et al., 2020).

En el caso de las membranas de 6xidos mixtos tales como el TiO, y el ZrO,, estos

aumentan el caracter hidrofébico de la superficie de la membrana, lo que permite,

por ejemplo, eliminar o separar subproductos derivados del petréleo. Esta propiedad
puede favorecer la separacion de la tetraciclina puesto que es un compuesto

hidrofébico también (Marzouk et al., 2021).

Si bien las membranas cerdmicas presentan ventajas importantes ante las

poliméricas, éstas resultan tener costos mas altos de fabricacion por su estructura

asimétrica que consiste en varias capas. Por tal motivo se ha estudiado el uso de

recubrimientos en las membranas convirtiéendose en una forma mas simple y

econdémica de crear nuevas y mejores membranas. Tal es el uso de diferentes

proteinas que son las esenciales para la depuracién de aguas con contenido

farmaceéutico (Bullon et al., 2000).

Al incorporar una proteina como Ultima capa en las membranas se combinan dos

mecanismos: separacion y reaccion (Belleville et al., 2001).
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2.7 Gelatina porcina

Las gelatinas provenientes de diferentes animales han sido recientemente utilizadas
como peliculas biodegradables. Son proteinas derivadas del coldgeno y se obtienen
de los desperdicios de huesos y la piel resultantes del procesamiento de animales
(Hanani et al., 2012). El tamafio de molécula de la gelatina se estima entre 95,000-
10,000 Dalton. (TECNAL, 2022)

Dentro de los grupos funcionales que contiene la gelatina encontramos
principalmente amino, carboxilo y guanidina (Liu et al., 2021). La estructura Unica
de la proteina permite formar fuertes enlaces de hidrogeno, idnicos y covalentes y

esto a su vez forma enlaces peptidicos (Hanani et al., 2013).

Los métodos de revestimiento o impregnacion con gelatina en membranas
ceramicas van acompafiados del uso de glutaraldehido, compuesto quimico de la
familia de los aldehidos que se adhiere al grupo amino de la gelatina (NH,). Este
proceso activa la capa de la gelatina dejando disponible un grupo carboxilo que da
la posibilidad de activarse con otro grupo amino para formar amidas con otros

compuestos (Figura 2) (Cazes et al., 2015).

0°%e°

0 ) ey T R () )

Membrana ceramica Gelatina porcina Glutaraldehido

) ()

Adicion nucleofilica

Figura 2 Activacion de las membranas ceramicas (Cazes et al., 2015)
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La figura 2 es una representacion esquematica de la activacion de la membrana
cerdmica impregnada con la gelatina. Se pueden observar el grupo amina (NH,) de
la gelatina que interactua con el glutaraldehido dando lugar a la formacién del grupo

carboxilo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar el uso de gelatina porcina como tratamiento de membranas ceramicas de
oxidos mixtos y determinar su eficiencia para la adsorcion de tetraciclina presente

en agua respecto al tiempo de contacto.

3.2 Objetivos especificos
1. Determinar el cambio en la morfologia superficial de las membranas
cerdamicas después de la impregnacion con gelatina porcina.
2. Determinar la capacidad de remocién de tetraciclina de las membranas

impregnadas con gelatina porcina con respecto al tiempo de contacto.
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3. METODOLOGIA

La metodologia se divide en 8 pasos para lograr los objetivos establecidos:

1.

© N OO

Montaje del sistema: consistié en el armado y el acondicionamiento de las
condiciones de funcionamiento necesarias para operar el sistema.
Preparacion de las soluciones

Cuantificacion de la tetraciclina: nos permitié establecer la concentracion de
tetraciclina deseada en el agua sintética mediante un analisis UV-Vis y una
curva de calibracion.

Preparacién de las membranas: consistio en la impregnacién de las
membranas con la gelatina porcina.

Andlisis de las membranas impregnadas

Ensayos de remocion de tetraciclina

Andlisis de remocion de TC en agua sintética

Andlisis de los grupos funcionales de la membrana impregnada con gelatina
después de la remocion de TC.

4.1 Montaje del sistema de flujo tangencial

Para el montaje del sistema fue necesario realizar la seleccién y el acoplo de las

mangueras que conectaron el sistema de flujo tangencial al recipiente de

recirculacion. Este recipiente es donde estuvo depositada el agua sintética. Se

colocé una bomba que permitio el paso del flujo a través de la membrana trabajando

a temperatura ambiente. A su vez, se instal6 el sistema de manémetros y valvulas

que nos permitié regular la presiéon del sistema. Por Gltimo, se colocé la membrana

en el cartucho del flujo tangencial y se conectaron también las mangueras de salida

para el permeado.

Rejilla de soporte

Manguera para

I

Manguer:
de salida|de
permeado

alimentacion

Contenedor
permeado

recirculacién

————— ———

l
2

Bomba



Figura 3 Diagrama del sistema de flujo tangencial (fuente propia)

Esto se llevd a cabo en el laboratorio de Tratamiento de Aguas de la Facultad de

Quimica en la Universidad Autonoma de Querétaro Campus CU.

4.1.1 Funcionamiento del sistema
Para el funcionamiento del sistema se establecieron las siguientes condiciones de

operacion:

e Temperatura: 20 °C
e pH:7
e Presion: 2 bares

e Potencia de bomba: 90 rpm

El objetivo fue monitorear cada una para su correcto funcionamiento durante el

proyecto y a su vez se verificd que no existan fugas en el sistema.

4.1.2 Medicién de flujos
Una vez asegurada la ausencia de fugas y estabilizada la presion del sistema, se
realizaron las mediciones de flujo. La medicion de flujos consistié en medir el tiempo
en el que recirculaba un litro de agua por el sistema. Esta medicion se realizé previo
a la impregnacién y nuevamente con la membrana impregnada con el objetivo de
comparar el flujo por la membrana impregnada con la gelatina porcina. Las medidas

de los flujos fueron expresadas en L/min.
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Figura 4 Montaje de sistema de flujo tangencial

Para la preparacion de las soluciones se empled gelatina de piel de puerco tipo A
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), glutaraldehido grado Il al 25% en H_2 O (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO) y Tetraciclina 98.0-102% (HPLC) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO).

a) Preparacion de la solucion fosfatada: Se prepar6é una solucién fosfato con
agua desionizada y 5.43 g de fosfato de sodio dibasico dihidratado y 4.56 g
de fosfato de sodio monobasico dihidratado. Esta solucion nos sirvié para
mantener el pH en la preparacion de las otras soluciones.

b) Preparacion de solucion de gelatina porcina para la impregnacion: para este

caso se agrego en un litro de solucién fosfatada 10 g (1%) de gelatina de piel
de puerco a una temperatura de 40 °C y se dej6é bajo agitacion durante 10
horas.

c) Preparacion de solucion de tetraciclina: se agregaron 100 mg/L litro de agua

desionizada y se dejo bajo agitacion durante 20 min temperatura ambiente.
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d) Solucion de glutaraldehido: se agregaron 2 mL de solucion de glutaraldehido
en 25 mL de agua desionizada.

4.3 Cuantificacion de tetraciclina por UV Vis.

Se preparo una solucion madre de 120 mg/L de la cual se prepararon diluciones en
concentraciones desde 10 a 20 mg/L. El agua sintética fue evaluada por
espectroscopia UV Vis para determinar la calibracion de la tetraciclina. Esta técnica
nos permitid6 obtener la absorbancia de la muestra previo al experimento de

remocion.

Esta evaluacion se realizé en el espectrofotbmetro UV- vis-NIR Spectrophotometer
5000 de Varian Cary ubicado en el Campus Aeropuerto de la UAQ, iniciando con el
barrido de frecuencias entre 200 y 600 nm. Se tomd una muestra sin tetraciclina
(blanco) y se realizaron disoluciones de 1 mL a 0.1 mL. Esta evaluacion nos permitié
detectar las concentraciones donde se observaban cambios representativos en la

curva y determinar la longitud de onda con la que se iban a leer las muestras.

4.4 Preparacion de las membranas y evaluacion de la capacidad de
remocion de tetraciclina

Las membranas ceramicas utilizadas (TAMI industries, ZrO2/TiO2, 250 mm de

largo, 6 mm @ interno, 10 mm @ externo, superficie de 0.0047 m2 y 0,4 um de

diametro de poro) se prepararon de acuerdo con el procedimiento propuesto por el

Instituto Europeo de Membranas (Cazes et al., 2015).
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Figura 5 Membrana ceramica TAMI Industries (Industries, 2022)

Una de las membranas fue sometida a caracterizacion morfolégica por medio de
Microscopia Electronica de Barrido para ver la estructura superficial y poderla
comparar con la membrana ya impregnada. Para esta técnica se triturd la

membrana con el fin de poder analizarla en el equipo.

Se utilizaron 4 membranas para los experimentos, 2 membranas de 1KD una sin
impregnar y otra impregnada y 2 membranas de 5 KD una sin impregnar y otra
impregnada con la gelatina porcina. La impregnacion se realizd con la soluciéon

fosfatada de gelatina preparada al 1% (10 g/L).
4.4.2 Impregnacion de la membrana con solucion de gelatina porcina

Para la preparacion de la membrana primero se calentd la solucién de gelatina a 40
°C durante 30 min. Se hizo pasar por la membrana agua desionizada durante 20

min para llenar los poros y saturarlos.

Posteriormente, se hizo pasar la solucion de gelatina en la membrana durante 25
min a 20 °C y con una presion transmembrana de 2 MPa (2 bares) con una velocidad

tangencial de 1m/s para dar lugar a la formacién de la capa de gelatina.

Después, la membrana fue lavada con la solucién tampdn fosfato pH 7. Se prepar6
una solucién de glutaraldehido al 2% (w/v) con solucion fosfato pH 7. Se ubicé la
membrana de manera vertical y se tapd un extremo con un tapon, enseguida se
llené el interior de la membrana con la solucién de glutaraldehido preparada durante
30 min a 20°C. Este proceso fue el que permitio que se activara el grupo carboxilo

en la membrana ceramica.
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a) b)

Figura 6 Incorporacion del glutaraldehido a) poros de la membrana cubiertos, b)
ubicacion vertical de la membrana.

Se lavo la membrana con la fi-soluciéon fosfatada pH 7 para eliminar los restos de

glutaraldehido. Por ultimo, la membrana fue secada a 60° C durante 8 horas.
4.5 Analisis de membranas impregnadas

Una vez realizado el procedimiento de impregnacion, la membrana fue triturada y
sometida al analisis de Microscopia Electrénica de Barrido para confirmar el cambio

en la superficie.

Ademas del analisis, se tomaron nuevamente los tiempos de circulacion de 1 litro
para confirmar. El resultado esperado es que disminuya el volumen tratado en 5 min
por la obstruccion de poros con la gelatina porcina. Por otra parte, se realizé una
revision de la bibliografia donde hayan realizado el mismo procedimiento para

comparar las imagenes SEM de las membranas impregnadas con las obtenidas y
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asi tener referencia del antes y después de la superficie de una membrana ceramica

y poder confirmar exactamente el cambio.
4.6 Ensayos de remocion de tetraciclina

Previo a los ensayos de remocion, se realizd una solucion madre de 80 mg/L y se
realizaron diluciones para preparar la curva de calibracion y poder obtener la

ecuacion para determinar las concentraciones.

Una vez preparada la membrana y la curva de calibracién, se procedié a realizar
ensayos de remocion de tetraciclina en agua sintética. Para ello, se agito durante
20 min a temperatura ambiente 1 litro de agua desionizada con 80 mg/L de
Tetraciclina, una vez pasado el tiempo se llené el tanque de alimentacion con el
agua sintética. La membrana fue colocada en el sistema de flujo tangencial, cada
ensayo de remocion dur6 60 min tomando muestras del retentado cada 10 min para

cuantificar la disminucién de la tetraciclina

Las muestras tomadas fueron analizadas mediante espectroscopia UV Vis a una
longitud de onda de 234 para conocer la disminucion en la concentracién de la
tetraciclina a través del tiempo. Se realizaron ensayos de remocién con membranas
impregnadas de 1 KD y 5 KD y membranas sin impregnar de 1 KD y 5 KD para
comprobar el mecanismo de adsorcion en las membranas impregnadas y verificar
si la eficiencia resulta mayor que en las membranas sin el tratamiento. Ambos

ensayos se realizaron por duplicado.

4.7 Analisis infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de gelatina

porcina, Tetraciclinay membranas impregnadas

Una muestra de gelatina porcina y de Tetraciclina se colocaron en el porta muestras
del equipo con una medicién entre 600-4000 cm™. Se impregné una membrana con
la metodologia mencionada anteriormente y se trituro para poder someterla al
mismo andlisis, el objetivo de este paso fue confirmar la activacion del grupo

carboxilo con la adicion del glutaraldehido. Asi mismo, una membrana previamente
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impregnada y sometida a un ensayo de remocion de tetraciclina se trituro y se
sometié al mismo analisis. Las membranas fueron analizadas por medio de
espectroscopia FTIR a una longitud de onda de (longitudes de onda del barrido), el
objetivo de este analisis fue confirmar el mecanismo de reaccion que se llevé a cabo
entre la tetraciclina y la gelatina porcina a través de deteccion de grupos funcionales.
Para estos analisis, se trituraron las membranas y el producto resultante se coloca
en el lector del equipo. El andlisis arrojo resultados en forma de gréfica con valores
de transmitancia con una longitud de onda respectiva, estos valores o espectros se
buscaron en la bibliografia para identificar los grupos funcionales a los que

corresponde el espectro.

5. DISENO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTO DE DATOS
Para el andlisis estadistico, se realizé un disefio factorial de 22 (2 factores con dos
niveles representativos). Los factores evaluados fueron el tratamiento de
impregnacion y el tamafio de poro. Cada experimento se realizé por duplicado, es
decir, con 2 membranas por tratamiento siendo un total de 8 corridas. El disefio de

experimentos se muestra en la tabla 2.

Tabla 2 Disefio factorial 22

Experimento Impregnacion  Tamafio de Nivel Impregnacién Nivel

De Membrana Poro de Membrana Tamarfo

de Poro
1 CMI 5KD + +
2 CMI 1KD + -
3 CM 5KD - +
4 CM 1KD - -
5 CMI 5KD + +
6 CMI 1KD + -
7 CM 5KD - +
8 CM 1KD - -

Los resultados obtenidos fueron tratados a un analisis de varianza dos vias y las
medias se compararon con la prueba de Fisher, se realizaron los analisis en el
software Excel(tm) de Office 365.
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Curva de cuantificacion de tetraciclina por UV Vis.
Una vez realizado el barrido entre 200 y 600 nm se puede observar que la mayor

absorbancia obtenida se encuentra en los 234 nm como se muestra en la figura 7.
En las absorbancias obtenidas de la curva estdndar realizada se observa que la
linealidad se mantiene hasta 80 mg/L, esta concentracién fue la seleccionada para

realizar los ensayos de remocion.

Curva de calibracidn de tetraciclina
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0 20 40 60 80
CONCENTRACION DE TETRACICLINA (MG/L)

Figura 7 Curva de calibracion de solucion de Tetraciclina

6.2 Cambio en la morfologia superficial de las membranas ceramicas después
de laimpregnacion con gelatina porcina.
La figura 8 muestra la estructura inicial de la membrana y la composicion quimica

de la misma. En la figura 8 se hace presente el Titanio, el Aluminio, Carbono y
Oxigeno. Esto nos confirma las caracteristicas de la membrana compuesta de

6xidos mixtos (Oxido de Aluminio y Oxido de Titanio).
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Figura 8 Analisis elemental de la membrana ceramica realizado por EDS.

Las imagenes MEB de las membranas antes (a) y después de la impregnacion (b)
con gelatina muestran que no existe una capa homogénea del polimero sobre la
superficie del soporte. Sin embargo, una vez impregnada la membrana los
aglomerados de la gelatina porcina parecen haber penetrado en la porosidad del

soporte ceramico.

(a)

34



(b)

Figura 95 Imagenes MEB de membranas ceramicas (a) antes de la impregnacion
de la gelatina y (b) después de la filtracién de la solucién con gelatina porcina 10

g/L).

Los resultados de tiempos de circulacion también nos confirman que los poros de
las membranas se encuentran tapados ya que el volumen tratado disminuyd
comparado con las membranas sin impregnacion.

Antes de laimpregnacion Después de laimpregnacion
Tiempo (min) Volumen (L) Tiempo (min) Volumen (min)
5 1.01 5 0.78

Figura 60 Tiempos de circulacién del sistema

La comparacién con las imagenes SEM encontradas son similares a las obtenidas
con el andlisis, esto de igual forma nos permiten confirmar la impregnacion en

nuestras membranas.
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Figura 71 Imagenes SEM de articulo para comparaciéon (Cazes et al., 2015).

6.3 Capacidad de remocion de tetraciclina de las membranas impregnadas.

La grafica de la figura 12 muestra las concentraciones obtenidas en el primer ensayo
de remocion. Como se puede observar, en el experimento con las membranas no

imp

La Fig. 12 muestra el comportamiento de las concentraciones obtenidas entre las
muestras que pasan por el sistema con las membranas ceramicas impregnadas
(CMI) en comparacion con las que no reciben la impregnacion de gelatina porcina
(CM). Como se puede observar, la concentracion parece disminuir
significativamente después de los primeros 10 min en las membranas ceramicas sin
tratamiento, pero a medida que transcurre el experimento, no hay disminucion
significativa.

Sin embargo, en los experimentos con membranas impregnadas, la disminucién de
la concentracién se mantiene hasta 40 min en membranas de poro de ambos
tamafos. Las membranas de 1 KD y 5 KD con la gelatina porcina muestran una
mejor adsorcion en el tiempo, La concentracion mas baja obtenida se logra en las
membranas de 5 KD a los 40 min. Como se puede observar, la diferencia de
concentraciones de las muestras obtenidas entre las membranas ceramicas de 1
KD y 5 KD que no estan impregnadas puede indicar que el tamafio de poro afecta
directamente la remocion de tetraciclina, siendo mas eficiente la membrana
ceramica con tamafio de poro mas grande (5 KD) que recibi6 el tratamiento de la
gelatina porcina. Esto puede ser debido a que la gelatina presenta un tamafio de
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poro mayor al de ambos tamafos seleccionados, sin embargo, logra adherirse con
mayor facilidad a un poro mas grande.

Concentraciones de TC en muestras
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Figura 12 Concentraciones obtenidas en el primer ensayo de remocién con las
membranas cerdmicas comparado con las membranas ceramicas impregnadas.
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Concentraciones de TC en muestras
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Figura 138 Concentraciones obtenidas en el segundo ensayo de remocion con las
membranas cerdmicas comparado con las membranas ceramicas impregnadas
(80 mg/L)

6.4 Andlisis de los grupos funcionales en las membranas ceramicas
impregnadas con gelatina porcina en laremocién de tetraciclina.
Los resultados de los espectros FTIR en la muestra de la gelatina porcina nos

arrojan diferentes transmitancias correspondientes a los grupos funcionales

presentes. De acuerdo con la bibliografia, se detecta el grupo funcional amina que
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Figura 149 Espectro FTIR del compuesto de la gelatina porcina
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Figura 1510 Espectro FTIR del compuesto de Tetraciclina.

Los analisis FTIR obtenidos de la membrana impregnada no indican la presencia de
un compuesto funcional organico, por lo que no fue posible realizar el analisis de la

interaccién de los diferentes compuestos.
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6.2Disefio experimental y analisis de datos

A continuacién, se presentan los resultados sobre la concentracion final de los 8
experimentos

Tabla 3 Concentraciones obtenidas en el minuto 60 de cada experimento

Experimento Impregnacion Tamafio Nivel Nivel Concentracion
De Membrana de Poro Impregnacién de Tamafio del retentado
Membrana de Poro al final del

experimento
(mg/L)
1 MCI 5KD + + 17.84
2 MCI 1KD + - 33.82
3 MC 5KD - + 69.15
4 MC 1KD - - 59.36
5 MCI 5KD + + 16.75
6 MCI 1KD + - 26.32
7 MC 5KD - + 61.97
8 MC 1KD - - 77.84

Se realiz6 un andlisis de varianza sobre las concentraciones finales del retentado
para verificar si habia una diferencia significativa entre tratamientos, se usé el
tamafio de poro como filas y el tratamiento de membrana como columnas. Usando
el paquete estadistico de EXCEL con la funcion ANOVA de dos vias con repeticion,
se obtuvo la siguiente tabla:

Los valores p tanto de tamafio de poro y de tratamiento de membrana fueron
significativos a un 95 % de confianza, obteniendo p = 0.03537 y p= 0.0001. Sin
embargo, la interaccion entre ambos factores resultd no significativa con una p=
0.53. La suma de los cuadrados en la varianza nos muestra que el tratamiento de
la membrana explica una mayor parte de la varianza total.

Por lo que se concluye que el tratamiento de la membrana fue determinante sobre
la concentracion final de la tetraciclina. La razon de esto puede ser que a mayor
tamafo de poro mayor cantidad de gelatina porcina activada puede depositarse
sobre la pared de la membrana.
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7. DISCUSIONES

En un estudio realizado por (Nguyen et al.,, 2020) en membranas distintas
combinaciones de polimeros y materiales como: Fluoruro de polivinilideno,
Polianilina, y Montmorillonita; donde se buscdé midio la adsorcion del compuesto TC,
se obtuvo con el mejor tratamiento, compuesto por los tres materiales. Partiendo de
una concentracion inicial de 200 mg/L con condiciones experimentales de
temperatura de 25°C y pH 6, obtuvieron una remocién del 55.7% de la
concentracion inicial después de 6 horas de adsorcion que representa una eficiencia
menor a la presentada con la gelatina porcina. Bien, una propiedad ventajosa de los
tratamientos poliméricos es su capacidad de regenerar su nivel de adsorcion a
través de un tratamiento con una solucion de NaOH al 0,05 Mol/l. En el experimento
presentado, no se midi6 la efectividad subsecuente de las membranas tratadas con
gelatina porcina mas alla de un solo ciclo de uso. En el presente trabajo se realizaron
experimentos de remocién con membranas comerciales sin la impregnacion de TC
para determinar la eficiencia de remocion. Estos experimentos demostraron una
eficiencia de remocion del 25.81%. Esto nos indica que la remocion de TC en las
membranas ceramicas comerciales es relativamente baja. Por otra parte, los
experimentos de remocion realizados con las membranas ceramicas impregnadas
con la gelatina porcina muestran una gran disminucién en la concentracién de TC
en el agua sintética obteniendo 81% de remocion del compuesto, porcentaje mayor
al reportado al autor anteriormente mencionado.

En otro estudio realizado por (Bing Wang, 2020) se utiliz6 una base de carbon
mesoporoso con glucosa para la adsorcion de tres antibidticos, tetraciclina,
ciprofloxacina y sulfadiazina donde se obtuvieron capacidades de adsorcion
maxima de 297.91, 369.85 y 246.73 mg/g respectivamente. Se menciona que el pH
influye como uno de los factores mas significativos del proceso de adsorcion al igual
que la temperatura establecida de aproximadamente 35 °C. El tamafio de poro
promedio obtenido en el material fue de 7.27 nm una alta superficie especifica
(SBET) de 1126,46 m?/g, y un total volumen de poro de 2,05 cm3/g. En comparacion
con este proyecto, las condiciones de operacion establecidas en nuestro protocolo
para la remocion de la tetraciclina ya que se realizaron los experimentos a
temperatura ambiente y esto nos permite evitar el uso de algun equipo para elevar
la temperatura de la solucion a filtrar y minimizar costos obteniendo altos
porcentajes de remocion.

Bien, una oportunidad detectada sobre los resultados de (Bing Wang, 2020) y otros
estudios es la medicion de la capacidad total de adsorcion por métodos analiticos
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gue no estaban contemplados dentro del alcance de este proyecto de tesis.
Igualmente, tampoco se evaluaron la reusabilidad de las membranas ni la
renovacion del sustrato, haciendo necesario desde nuestro enfoque tratar cada
membrana nuevamente para mantener la reproducibilidad de nuestros resultados.

El presente trabajo se basa en la metodologia establecida por (Bulldén et al., 2000)
donde se prepararon membranas macroporosas de a-alumina mediante un sistema
de flujo tangencial con una solucién de proteina. (Bullon et al., 2000) realiza una
mejora en el tiempo que toma la impregnacién de la membrana de 5 horas que
tomaba inicialmente el procedimiento original establecido por (J.-L. Negrel et al.,
1997) llevandolo a 2 horas, mismo que fue probado en el presente proyecto. Se
evaluaron tres tipos de proteina, leche de vaca y dos tipos de gelatina y los
experimentos indicaron que las proteinas mejoran el funcionamiento de las
membranas y que la concentracion utilizada no varia el resultado en el
funcionamiento.

En otro estudio realizado por (Lozano et al.,, 2002) prepararon membranas
ceramicas con una proteina de gelatina mediante flujo tangencial y utilizando
ademas una capa adicional de la enzima lipasa B de Candida antarctica. Esta
membrana enzimatica fue utilizada para la sintesis de butirato de butilo mostrando
que esta enzima puede aumentar el tiempo de vida util de la membrana y mejorar
la estabilidad operacional del sistema. Para el alcance de este proyecto no se
considero la adiciéon de ningln enzima, sin embargo, se propone incorporar mas
adelante este método para el sistema de membranas ya establecido en la remocién
de tetraciclina y evaluar su efecto en los resultados.

Las membranas ceramicas han sido tratadas con diferentes compuestos para la
remocion de varios contaminantes y han demostrado tener mayor eficiencia en
todos los casos. En un estudio realizado por (Asif & Zhang, 2021) se realizé una
revision mas a detalle la amplia variedad de aplicaciones que se le pueden dar a las
membranas cerdmicas bajo diferentes condiciones de operacién, por ejemplo y
como es el caso de este proyecto, son usadas a baja escala para pequefios
sistemas para el tratamiento de compuestos organicos obteniendo remociones
entre 80 y 95%. Las remociones obtenidas en el presente proyecto se encuentran
en el rango mencionado anteriormente, por lo tanto, se pueden confirmar las
ventajas del uso de las membranas ceramicas para la remocion de antibidticos.
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8. CONCLUSIONES

Las membranas ceramicas se impregnaron con éxito con la gelatina porcina
mediante flujo cruzado, esto lo comprobamos mediante el analisis SEM y con la
comparacion de las imagenes con los articulos de referencia.

Las condiciones optimas del sistema para este trabajo fueron: 1) pH 7, 2)

temperatura ambiente, 3) concentracion inicial de TC de 80 mg/L, 4) flujo 1 mL min™..
Los analisis de EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva) muestran las
caracteristicas iniciales de las membranas comerciales marca TAMI Industries y se
hace presente el Titanio y el Zirconio.

El tratamiento con gelatina porcina en las membranas cerdmicas incrementé el
porcentaje de remocion de TC en las muestras obtenidas. La concentracion minima
obtenida al final del experimento (60 min) fue de 16.75 mg/L en la membrana
impregnada de 5 KD lo cual representa un porcentaje de remocion del 79.06% vy la
concentracion minima obtenida fue de 12.15 mg/L en la membrana impregnada de
1 KD y esto representa un porcentaje de remocion del 85%.

Los ensayos de impregnacion de gelatina porcina han demostrado ser un
tratamiento eficaz para las membranas ceramicas y demuestra que mejora la
eliminacién de TC en agua. Estas membranas impregnadas tienen un potencial
prometedor para la eliminacion de peso molecular bajo o alto como Sulfadiazina,
Ciprofloxacina, Eritromicina y otros o separacion de mezclas de bajo y alto peso
molecular.
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