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RESUMEN

El uso de membranas poliméricas modificadas ha permitido mejorar la eficiencia de los procesos
de separacion y purificacion mediante el empleo de la ultrafiltracién. En el presente trabajo se evalué el
efecto que tiene la modificacién superficial con radiacién ultravioleta (RUV) sobre el desempefio de
membranas de polietersulfona (PES) en la recuperacion de inmunoglobulina Y (IgY) mediante la
ultrafiltracién de la fraccién proteica hidrosoluble (FPH) de la yema de huevo a pH 6.7 y diferentes
condiciones de fuerza ionica. Tanto en permeado como en retenido se cuantificé la concentracion de 1gY
mediante inmudifusion radial y la proteina total mediante el método de Bradford. El efecto de la
modificacion en la membrana por RUV fue evaluado midiendo el &ngulo de contacto mediante la técnica
de la burbuja de aire y midiendo los flux de permeado en estado estacionario empleando agua deionizada.
La modificacion de la membrana permiti6 obtener incrementos en los valores de selectividad (W) y factor
de purificacién (P) de 25,8 y 36,6%, respectivamente, asi como disminuciones en el taponamiento de los
poros con lo que se logré una mayor eficiencia en el proceso de lavado enzimatico de las membranas.
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ABSTRACT

Modified polymeric membranes have improved the ultrafiltration separation and purification
processes efficiencies. The present work evaluated the effect of the surface ultraviolet modification of the
polyethersulfone membrane on the Immunoglobulin Y (IgY) recovery from egg yolks water soluble
protein fraction during ultrafiltration at pH 6.7 and different ionic strength conditions. Permeated and
Retented IgY~s and total protein concentrations were evaluated by radial immunodiffusion and Bradford
methods respectively. To determine the effect of the Ultraviolet radiation modification, the contact angle
of the modified membrane was measured by the air bubble technique and the stationary permeated flux of
deionized water was evaluated. The modified membranes showed an increment on the process selectivity
(W) and purification factors (P) (25.8 y 36.6%, respectively), and a reduction of the pore fouling,
improving the efficiency of the membranes enzymatic wash.
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1. INTRODUCCION

La ultrafiltracion es una operacion que encuentra un lugar preponderante en el procesamiento
de productos biotecnoldgicos (recuperacion de proteinas, antibidticos, inmunoglobulinas, etc.). En
general se utiliza para separar solutos en suspension dentro de una solucion, o bien para concentrar

algin producto de interés, explotando en ambos casos las diferencia de tamarfio entre los solutos
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presentes, mediante el empleo de una membrana polimérica como medio filtrante [1]. En general,
en los procesos de ultrafiltracion, se encuentran diferentes factores (fisicoquimicos y fisicos) que
influencian en las variables de separacion del proceso (flux de permeado, selectividad, factor de
purificacion, etc.). Dichos factores son el pH y la fuerza ionica de la solucién, la presion
transmembrana y el disefio del modulo (hidrodindmica), asi como las propiedades de superficie de
la membrana.

En cuanto a su estructura las membranas pueden ser de tipo no poroso densas, poroso
asimeétricas, poroso isotropicas y cargadas eléctricamente [2]. Las membranas cargadas
eléctricamente son aquellas en las que se han fijado iones cargados eléctricamente (positivos o
negativos) y pueden ser de tipo no poroso o poroso, siendo mas efectivo su funcionamiento en el
caso de las membranas de tipo poroso. En este tipo de membranas se busca que la separacion no sea
solo por diferencia de tamafio, sino que ademas, exista una exclusién de tipo electrostatico misma
que se logra mediante una modificacién de la membrana [2]. La creacion de membranas
modificadas para su utilizacion en operaciones de separacion se da a partir de la necesidad de
incrementar la eficiencia en la separacion de mezclas de solutos con pesos moleculares muy
cercanos [3], asi como minimizar las interacciones entre los solutos y la membrana causantes de los
fendmenos de taponamiento y disminucion del flux [4,5]. La modificacion puede llevarse a cabo
mediante dos formas diferentes: tratamiento quimico, o bien por exposiciéon a radiaciones. En
ambos casos, lo que se busca es modificar la carga superficial de la membrana y de esta forma tener
una selectividad, combinando la separacion por tamafio y carga que permita hacer mas eficiente la
operacion de purificacion [6,7]. En el caso de la modificacion por tratamiento quimico se busca
ligar un grupo funcional con carga neta positiva (aminas) o negativa (sulfatos) a la superficie de los
poros de la membrana [3, 5, 6]. En la modificacion por exposicion a radiacion, se busca activar (o
liberar) radicales libres propios del material de manufactura de la membrana (poliamida,
polisulfona, o polietersulfona), asi como la conformacién geométrica de los poros (angulos de
inclinacion y/o tamafio) [4].

En el presente trabajo se evalud el efecto de la modificacion superficial de membranas de
polietersufona mediante radiacion ultravioleta en variables de eficiencia tales como selectividad
(\P), factor de purificacion (P), flux de permeado en estado estacionario (Jss) y porcentaje de

recuperacion (%R) durante el proceso de separacion de inmunoglobulina Y (1gY).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales
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2.1.1. Especificaciones de los materiales empleados. Fraccién proteica hidrosoluble (FPH),
obtenida a partir de la yema de huevo mediante la técnica propuesta por Akita y Nakai en 1992 [8].
Agua deionizada (Milli-Q Academic, Millipore Inc.), acido clorhidrico 0,1 N (HCI), Hidroxido de
Sodio 0,1 N (NaOH), cloruro de sodio (NaCl), reactivo de Bradford, aloumina de suero bovino
(BSA), solucion de agarosa tipo IV al 1% p/v en buffer de fosfatos 0,01 M (PBS), Antigeno anti—
IgY incubado en conejo (concentracion de proteina completa 2,5 mg/mL), inmunoglobulina Y pura
(1gY), membranas de polietersulfona (PES) de corte molecular de 100 kDa (Millipore).

2.2. Métodos.

2.2.1. Ensayos analiticos.

2.2.1.1. Cuantificacion de proteinas totales. La concentracion de proteinas totales fue
determinada por el método de Bradford [9]. Para la determinacion se tomaron 0,05 mL de la
muestra a analizar y se colocaron en un tubo de ensayo con 1,5 mL de reactivo de Bradford (SIGMA
B6916). La mezcla se agitd durante 1 minuto empleando un vortex (Mixer, modelo VM20). La
muestra se dejo incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se tomoé
lectura de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro marca Biorad
(Smartspec 3000). Las unidades de absorbancia obtenidas se correlacionaron con una curva tipo
previamente construida a fin de determinar la concentracion de proteina presente en la muestra. La
curva tipo se construy6 utilizando soluciones de BSA (SIGMA A7906) a diferentes concentraciones
(0,1-1,0mg-mL™?).

2.2.1.2. Cuantificacion de IgY. La técnica empleada fue la desarrollada por Mancini [10] con
una modificacion realizada por Polson en 1980 [11], la cual consiste en suplir el gel de agar por uno
de agarosa al 1,0% con el fin de evitar las posibles reacciones entre la agaropectina (del agar) y los
residuos de lisozima presentes en las muestras no purificadas de IgY. Para la preparacion del gel se
tomaron alicuotas de 6 mL de agarosa y se les adicionaron 150 pL de antigeno (SIGMA)
previamente diluido e incubado a 56°C en 1.850 pL de solucion amortiguadora salina de fosfatos
(PBS). Esta solucién se mezcld perfectamente y se vacio en los soportes de vidrio para permitir la
gelificacion cuidando que el grosor del gel fuera uniforme. Una vez formado el gel se perforaron
pozos de 2 mm de didmetro en los cuales se inyectaron 2,5 pL de muestra. Una vez inyectadas las
muestras, se incubd el gel durante 48 horas a 37°C para permitir que la reaccion antigeno—
anticuerpo se llevara a cabo. Después de la incubacion se elimind el exceso de proteina presente en
el gel mediante multiples lavados con una solucion de NaCl al 1%. Finalmente, el gel se tifid
utilizando la misma metodologia empleada en la tincion de los geles de electroforesis. Para
cuantificar la IgY se midieron los halos de inmunoprecipitacion, y se correlacionaron con una curva
tipo de IgY pura (SIGMA 14881) construida en cada gel.
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2.2.2. Métodos experimentales

2.2.2.1. Acondicionamiento de la FPH. Con el fin de acondicionar la solucién de la Fraccion
Proteica Hidrosoluble (FPH) a cada una de las condiciones de fuerza iénica (1.500 mM, 150 mM y
sin sal) evaluadas, se tomaron alicuotas de 150 mL de la solucion de FPH y se les adiciono NaCl en
las cantidades requeridas. Posterior a esto se ajusto el valor de pH de la FPH a 6,7, ya que a este
valor la IgY en solucion tiene una carga neta negativa. Cada una de las soluciones de FPH
acondicionadas fueron ultrafiltradas utilizando las membranas de Polietersulfona sin modificar
(PES) y modificada (MPES).

2.2.2.2. Modificacion de la membrana de polietersulfona. Las membranas de
polietersulfona fueron sometidas a una modificacion mediante radiacion ultravioleta (RUV) de
acuerdo a la metodologia propuesta por Nystrom y Jarvinen en 1991 [4]. Para lo que, una membrana
nueva fue colocada en el interior de un cristalizador con 100 mL de agua deionizada y sometida a
agitacion (= 50 ciclos por minuto) en el interior de una camara obscura con lampara de UV (254
nm) durante de 20 minutos. Una vez pasado este tiempo la membrana fue refrigerada a 4°C durante
12 horas y posterior a esto fue empleada en los experimentos de ultrafiltracion.

2.2.2.3. Medicion de angulos de contacto. Los angulos de contacto de la superficie de la
membrana fueron medidos empleando la técnica de la burbuja de aire capturada descrita por Zhang
y Hallstrom [12]. La superficie del lado filtrante de las membranas es colocada dentro de un
recipiente cuadrado de vidrio con agua deionizada y mediante una micropipeta se colocan burbujas
de aire sobre la superficie filtrante. EI angulo de contacto se midié empleando una camara digital
(Sony Handycam con lentes Carl Zeiss) conectada a un monitor. El valor final es el resultado de 15
mediciones de angulo en diferentes burbujas colocadas en la superficie de la membrana.

2.2.2.4. Experimentos de ultrafiltracion. En el proceso de ultrafiltracion se busca que la
mayor cantidad de las proteinas consideradas como contaminantes sean eliminadas en el permeado
evitando al mismo tiempo tener un alto porcentaje de pérdida de la proteina de interés (IgY). Las
pruebas de ultrafiltracion en flujo piston se realizaron en una celda Amicon 8.200 con las siguientes
caracteristicas: capacidad de la celda 180 mL, diametro de la membrana 63,5 mm, area efectiva de
la membrana 31,67 cm? y presién méxima de operacion 75 psi (5,3 kg-cm2). 70 mL de la solucién
de la FPH previamente acondicionada al valor de pH y fuerza iénica evaluados, fueron colocados en
la celda de ultrafiltracion y se realiz6 la determinacion de flux de permeado (~ 3 horas) empleando
una presion transmembrana (APtyv) de 12 psi. Una vez finalizada la ultrafiltracion, se midio el
volumen del retenido y del permeado y se tomaron muestras de cada uno de ellos para cuantificar la
selectividad (W) y el factor de purificacion (P).

2.2.2.5. Determinacion de flux de permeado. Tal como se muestra en la Figura 1, las
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mediciones de flux se realizaron utilizando una balanza Ohaus (PRECISION Standar) con tarjeta de
adquisicion de datos SW32 y el programa Winwedge 32. Dicho programa exporta datos de peso a
una hoja de Excel en donde los datos son convertidos a flux de permeado empleando los datos del
area de la membrana, densidad del permeado y tiempo de muestreo. Los experimentos se realizaron
sin agitacion, a temperatura ambiente (25°C) y una APty de 12 psi aplicada con nitrogeno
comprimido.

2.2.2.6. Caracterizacion de las membranas. Antes de emplear las membranas en la
ultrafiltracion de la fraccion proteica hidrosoluble, fue necesario caracterizarlas. Lo anterior con el
fin de evaluar las pérdidas de flux debido al taponamiento, asi como para evaluar si la membrana es
capaz de recuperar su flux original a una determinada APty Y determinar si puede ser reutilizada o
no. Una vez armado el equipo de ultrafiltracién (Figura 5.5), se llend con agua deionizada y se
aplico una APty de 12 psi, permitiendo que toda el agua permee mientras se realiza la toma de
datos por parte del programa. Lo anterior se repitié empleando APty de 16 y 20 psi. De los datos

obtenidos se seleccionaron los que corresponden a la regidn flux en estado estacionario.

Celda de
Nitrogeno _’{Mracmn Procesamiento de datos
comprimido con programas
Windwedge 32 y
Sigma Plot 2001 v7
Permeado

j ..... J Adquisicifln de datos

con tarjeta SW32

Figura 1. Sistema de ultrafiltracién por flujo pistén.

2.2.2.7. Determinacion de péerdida de flux de permeado. Una vez realizada la ultrafiltracion
de la FPH la membrana fue retirada de equipo y con el fin de eliminar la proteina depositada sobre
la superficie de la misma se colocé en un cristalizador con 50 mL de agua deionizada y se sometio a
agitacion durante 10 minutos a 10 ciclos por segundo. Una vez pasado ese tiempo la membrana se
escurrio 'y se colocd de nuevo en el equipo de ultrafiltracion, mismo que se llend con agua
deionizada y se midieron los flux de permeado a APty de 12, 16 y 20 psi. De los datos obtenidos se
seleccionaron los que corresponden a la region de flux en estado estacionario y se compararon

dichos resultados con los obtenidos en el punto 2.2.2.5.
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2.2.2.8. Lavado enzimético de las membranas. Después de haber determinado la perdida de
flux, las membranas fueron colocadas en un cristalizador con 400 mL de solucion enzimética al
10% (Tergazyme) y se sometié a agitacion (10 ciclos por segundo) con calentamiento (45°C)
durante 10 minutos. Posterior a esto la membrana se colocé en el equipo de ultrafiltracion y se hizo
pasar el total del volumen de la solucion enzimatica a una presion de 8 psi, repitiendo este paso tres
veces mas, cuidando que la temperatura de la solucion no disminuyera de los 40°C. Finalmente se
hicieron pasar 500 mL de agua deionizada a 8 psi para eliminar los residuos de la solucion
enzimatica.

2.2.3. Analisis de datos. La eficiencia de un proceso de ultrafiltracion puede ser evaluada por
medio de pardmetros tales como la selectividad y el factor de purificacion [13]. La selectividad (W)
es un valor adimensional definido por:

Y= Sy (1)
S
En donde S; y S, son los coeficientes de separacién observados para las proteinas

contaminantes y la IgY respectivamente, mismos que se calculan mediante:

C;
> (c] @

En donde C; y Cs son las concentraciones de la proteina especifica en el filtrado y la
alimentacion respectivamente. El factor de purificacion (P) para la IgY en el retenido se define

como:

(VC2)
(VCy)

/(VCZ)i
1(VCy),

F
F

P= ©)
En donde V es el volumen de trabajo, C; y C, son las concentraciones de las proteinas

contaminantes y de IgY respectivamente, y los subindices i y F. corresponden a inicial y final

respectivamente.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto de la modificacién de la membrana sobre el angulo de contacto estatico y el
flux de permeado. Después de la modificacién por RUV, se pudo observar un decremento
significativo (= 28,5%) en el angulo de contacto estatico de la membrana de polietersulfona (PES),

mientras que en las membranas de PES el angulo de contacto fue de 56 ° £ 2, en las membranas
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modificadas (MPES) fue de 40° + 3. La disminucion en el &ngulo de contacto indica un incremento
en la hidrofilicidad de la membrana, misma que se da por el incremento de grupos OH liberados en
la superficie de la membrana debido a la exposicion a la RUV. Resultados similares han sido
reportados por Pieracci y colaboradores [14] y Kilduff y colaboradores [15] quienes modificaron
membranas de polietersulfona de 10 kDa obteniendo disminuciones en los angulos de contacto de
entre 21 a 32%, respectivamente. Asi mismo el incremento de grupos OH sobre la superficie de la
membrana permite que dicha superficie adquiera una carga neta negativa, lo que trae como
consecuencia que el proceso de separacion de solutos sea no solo por exclusion molecular, sino
también por exclusion electrostatica, fenémeno que ha sido descrito por Eshani y Nystrom [7].

En la Figura 2 se muestra una comparacion entre los fluxes de permeado en estado
estacionario (Jss) empleando agua deionizada (caracterizacion) antes y después del proceso de
ultrafiltracién de la FPH a pH 6,7 y diferentes condiciones de fuerza i6nica obtenidos con las
membranas de PES y MPES. Como se puede observar, el valor de Jss obtenido en la
caracterizacion (Linea en negro en Figura 2B) de la membrana MPES incremento en
aproximadamente un 55% con respecto al obtenido con la membrana PES (Linea en negro en
Figura 2A), siendo este resultado similar al obtenido por Eshani y Nystrém [7] y Pieracci y
colaboradores [16] con membranas de polietersulfona de 30 y 10 kDa sin modificar y modificadas
por RUV. Los resultados en las mediciones de los valores de Jss con agua obtenidos con la MPES,
asi como su decremento en el &ngulo de contacto estético, confirman el incremento en la hidrofilia

de dichas membranas (MPES), concordando con lo reportado por otros autores [7, 16-18].

1600

* Caracterizacion A) M B)

1400 v Sin NaCl

® 150 mM NaCl
1500 mM NaCl
1200 4 lavado

R =
= LY
e
4 800
x
3
T 600
400 BE DR DR D —— | ® Caracterizacion
YYYY LA A A e i d L 4 Sin NaCl
® 150 mM NaCl
200 7 1500 mM NaCl
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0 i ; i i ; . . . X .
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 2. Comparacion entre los fluxes de permeado en estado estacionario con agua antes (caracterizacion) y
después de la ultrafiltracion de la FPH a pH 6.7 a diferentes condiciones de fuerza i6nica empleando membranas de
PES (A) y MPES (B).
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Con respecto a los valores de Jss con agua deionizada obtenidos después del proceso de
ultrafiltracién de la FPH (antes del lavado enzimatico), se observo que cuando se empled la
membrana MPES, en todas las condiciones de fuerza ionica evaluadas existieron incrementos de
mas del doble en los valores de flux que cuando se emple6 la membrana de PES. Lo anterior es un
indicativo de que las membranas de MPES sufrieron un menor taponamiento y por lo tanto se
esperaria que el proceso de limpieza fuera mas eficiente en estas membranas.

3.2. Efecto de la modificacion de la membrana sobre la limpieza de la membrana. Al
comparar los valores de Jss para la caracterizacion y lavado de la membrana, obtenidos con las
membranas de PES y MPES (Lineas en negro y azul en Figura 2 A y B, respectivamente), no se
observan diferencias significativas. Esto significa que después de haber sido empleadas en los
procesos de ultrafiltracion, ambas membranas logran tener una recuperacion en el flux de permeado
del 100% con respecto al original, lo cual indica que no existe un efecto en la eficiencia de
recuperacion de la membrana debido a la modificacion por RUV. Sin embargo, como se puede
observar en la Tabla 1, si existe un efecto con respecto a las estrategias de lavado empleadas, ya que
para la membrana MPES disminuyen el nimero de ciclos de lavado (uno menos), la cantidad de
solucion limpiadora empleada (= 25%) y el tiempo de lavado (= 25%). Lo anterior concuerda con

los resultados reportados en la Figura 1 y lo explicado al final de la seccién anterior.

Tabla 1. Condiciones de lavado enzimatico empleadas para limpiar las membranas de PES y
MPES después del proceso de ultrafiltrado de la FPH.

PES MPES
Cantidad de solucién limpiadora empleada 400 mL 300 mL
NUmero de ciclos 4 3
Tiempo de lavado 40 Minutos 30 Minutos

3.3. Efecto de la modificacion de la membrana sobre la selectividad (W) y el factor de
purificacién (P). En la Tabla 2 se muestra el efecto de la modificacion por RUV sobre la
selectividad (‘) y el factor de purificacion (P) a diferentes condiciones de fuerza idnica. De manera
general se puede observar que los valores de ¥ y P mejoran de manera significativa cuando se
emplea la membrana de MPES, efecto especialmente evidente en ausencia de NaCl, en donde

existen incrementos de 25,8 y 36,6% en los valores de la ¥ y P respectivamente.
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Tabla 2. Valores de selectividad () y factor de purificacion (P) obtenidos en la ultrafiltracion
de la FPH a pH de 6.7 a diferentes condiciones de fuerza idénica empleando membranas de PES y
MPES.

PES MPES
Fueza idnica 0 150 1.500 0 150 1.500
b4 4,02+0,28 |1,06 +0,05|1,22 +0,34|5,42 +0,24| 2,05 +0,31 | 1,34 +0,26
P 2,70+0,30 |1,05+0,41|1,11 +0,23|4,26 +0,28| 2,95 +0,22 | 2,60 +0,38

La mejora en dichos parametros se debe a que a pH de 6,7 la IgY presenta una carga neta
negativa, lo que provoca que la superficie de la membrana de MPES (cargada negativamente) la
repela, permitiendo una mayor retencion de la IgY debido a un efecto combinado de exclusién
molecular y exclusion electrostatica. Resultados similares han sido reportados por otros autores [7,
19] empleando soluciones modelo de BSA.

También se observa que la presencia de NaCl tiene un efecto negativo en el proceso de
separacion. Esto es mas evidente a valores de NaCl de 1500 mM, en donde los valores de ¥
obtenidos para las membranas de PES y MPES no presentan una diferencia significativos. Una
posible explicacion a los resultados obtenidos puede ser que las proteinas cargadas tienden a formar
agregados de gran tamafio mediante interacciones ionicas (utilizando los iones de la sal disuelta),
evitando su permeado y disminuyendo los valores de W. Resultados similares han sido reportados
por Hernandez—Campos y colaboradores [19], Saksena y Zydney [20], Ghosh y Cui [21], Eshani y
colaboradores [22] y De Meulenaer y Huyghebaert [23] empleando diferentes soluciones modelo
de proteinas.

Tabla 3. Valores de flux de permeado en estado estacionario (Jss), porcentaje de IgY retenido
(%Rgv) y porcentaje de proteina contaminante retenida (%Rpc) obtenidos en la ultrafiltracion de la
FPH a pH de 6.7 a diferentes condiciones de fuerza i6nica empleando membranas de PES y MPES.

PES MPES
Fuerza idnica 0 150 1500 0 150 1500
%R gy 93,70 +5,4 | 66,03+4,5| 78,22 +11,0] 90,01 +6,6 | 70,12 £11,5| 83,15 14,1
%Rpc 78,84 £3,2 | 68,96 +6,8 | 81,47 +8,1| 67,38+7,7 | 81,58 +7,9| 72,70 £9,8
Jss 2,71+0,30 | 3,04 +0,25| 2,65+0,41| 2,79+0,40 | 3,13+0,28 | 2,69 +0,15

En la Tabla 3 se muestran los datos de flux de permeado y los porcentajes de retencion de IgY

y proteina contaminante (PC) obtenidos durante el proceso de ultrafiltracion de la FPH. Se puede
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observar que al incrementar la concentracion de NaCl la diferencia entre los valores de %R, gy y
%Rpc N0 es significativa, esto es un indicativo de que a las concentraciones de 150 y 1.500 mM de
NaCl el proceso de separacion no es eficiente. En ausencia de NaCl la diferencia entre estos
parametros si es significativa, indicando que el proceso de separacion es considerablemente mejor.
Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en los valores de W y P previamente
presentados.
4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que la modificacion de las membranas de Polietersulfona
mediante radiacion ultravioleta mejora el funcionamiento general de las mismas durante el proceso
de separacion de la IgY mediante la ultrafiltracion de la fraccidn proteica hidrosoluble de la yema
de huevo. Con respecto al flux de permeado en estado estacionario empleando agua, se observaron
incrementos cercanos al 50% en comparacién a los obtenidos con la membrana sin modificar,
siendo esto resultado de una disminucion en los angulos de contacto de los poros de las membranas
modificadas. También se observo una mejora en las condiciones de lavado de las membranas
modificadas ya que se disminuyo la cantidad de solucion limpiadora empleada, asi como el tiempo
y numero de ciclos de lavado, lo anterior como una consecuencia en la disminucion del
taponamiento de los poros de las membranas modificadas. Finalmente la mejora en las variables de
proceso ¥ y P, se debid basicamente a que en las membranas modificadas se presento un efecto
combinado de exclusiébn molecular con exclusion electrostatica resultado de la repulsion
electrostatica entre las cargas negativas de la superficie de la membrana y la IgY, incrementando la

diferencia en el porcentaje de retencién de 1gY con respecto al de las proteinas contaminantes.
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