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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud la utilizacion de la pluma de pollo modificada
mediante un proceso de oxidacion como adsorbente para la remocion de plomo en sistemas liquidos
tanto en estado estacionario como continuo y la posterior degradacion del complejo obtenido en el
proceso de remocion mediante un consorcio adicionado con P. putida, los cuales cuentan con
capacidad queratinolitica — tolerante a plomo. Primeramente se llevd a cabo la obtencion y
caracterizacion de tres materiales, los cuales fueron la pluma de pollo sin tratamiento, la pluma
coloidizada con H3PO, y la pluma oxidada con H.O, 5%, y posteriormente fueron evaluados en
cuanto a su capacidad de adsorcion de Pb?* mediante un disefio experimental de Box-Behnken con
tres variables y tres niveles cada una para seleccionar el material con los mejores resultados y
mediante las superficies de respuesta obtenidas determinar las mejores condiciones de operacion. Al
comparar las cargas obtenidas para cada material, se observé que la pluma oxidada obtuvo los
mejores resultados y como condiciones dptimas del proceso de adsorcién se seleccionaron 30 °C,
pH 3.3 y nula agitacion. Posteriormente, con estas condiciones se realizaron isotermas en un
intervalo de temperatura de 5 a 60 °C y se analizaron mediante los modelos de Freundlich, Temkin,
Dubinin-Radushkevich y Langmuir, siendo este ultimo el que describe de mejor manera el proceso
de adsorcion y el cual define como capacidad méaxima de la pluma oxidada 18.5 mg/g en promedio
dentro del intervalo de temperaturas analizado. Ademas, el proceso de adsorcion se describid
termodinamicamente mediante la Energia libre de Gibbs (AG®), Entalpia (AH®) y Entropia (AS®),
los cuales indicaron que el proceso es favorable y espontaneo, ligeramente irreversible y que cuenta
con dos etapas en cuanto a su caracter térmico ya que antes de 15 °C el proceso tiene un
comportamiento endotérmico y arriba de 15 °C es exotérmico, lo cual sumado a los resultados
anteriores indica que el proceso de adsorcion se lleva a cabo mediante una combinacion de
fisisorcion y quimisorcién. En cuanto a su comportamiento cinético, se evaluaron sistemas con
diferentes concentraciones iniciales y se realizé el ajuste a los modelos de Pseudo-primer orden,
Pseudo-segundo orden, Elovich y de Difusion intraparticula, siendo el modelo de Pseudo-segundo
orden el que obtuvo la mayor correlacion y describe que el paso limitante en el proceso de
adsorcion son las interacciones quimicas presentes entre los iones de Pb?* y los sitios activos del
adsorbente. Posteriormente se evaluo el proceso de adsorcidn en flujo continuo mediante el anélisis
de columnas empacadas donde se evalu6 el efecto del caudal y concentracion inicial sobre la
capacidad del lecho, donde las curvas de rompimiento obtenidas se ajustaron a los modelos de
Thomas, Clark, Adams-Bohart y Dosis-respuesta modificado, siendo éste ultimo el que obtuvo una

mayor correlacion y denota que la transferencia de soluto hacia el adsorbente en la columna es la



fuerza que conduce el proceso de adsorcion. Ademas, la mayor capacidad de lecho se obtuvo (15.65

mg/g) al trabajar en un flujo de ImL/min y una concentracion de 300 mg/L.

Para analizar el proceso de degradacion del complejo obtenido en el proceso de adsorcion, se
monitorearon tres sistemas donde se evalud la degradacion de la pluma sin tratamiento, pluma
oxidada (ambos como controles) y el complejo “pluma+Pb” mediante un consorcio queratinolitico
aislado de residuos avicolas adicionado de P. putida mediante las siguientes determinaciones:
proteina soluble, actividad queratinolitica, actividad proteolitica, actividad de lipasa, productos
ninhidrina positivos, concentracion de grupos —SH, pH, liberacién de plomo al medio y
Microscopia Electronica de Barrido. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observd que el
proceso de degradacion de los materiales queratinosos se llevo a cabo al detectar la presencia de
actividades enzimaticas responsables de desestabilizar y desnaturalizar la pluma asi como
subproductos resultantes (proteina soluble y aminoacidos). Ademas, mediante las micrografias
obtenidas se observé la colonizacion y el dafio a la estructura de la pluma por accion de la biomasa
durante el proceso de degradacion. Finalmente se describié la diversidad del consorcio
queratinolitico durante el proceso de degradacion del complejo “pluma+Pb”, ya que durante la
cinética de degradacion se observé que los iones metalicos en el complejo fueron bioacumulados
por la biomasa. Al observar la diversidad a nivel de familia y género se presenté mayor abundancia
de géneros como Alcaligenes, Tissierella y Bacteroides, descritos en diversos trabajos tanto por su
capacidad queratinolitica como de tolerancia a metales pesados. Debido a lo anterior, se comprobé
el caracter biodegradable del complejo “pluma+Pb” obtenido del proceso de adsorcion de Pb?*

utilizando pluma oxidada, lo cual describe una propuesta de biorremediacién de Pb?* completa.
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1 INTRODUCCION

1.1 Metales pesados. Generalidades.

Los metales son elementos caracterizados por ser buenos conductores de la electricidad y calor,
poseen brillo y son relativamente maleables y ductiles; no existe una definicion como tal de lo que
son los metales pesados; sin embargo, este término agrupa a una categoria de elementos
pertenecientes a diversos grupos en la tabla periddica (metales, metales de transicion y metaloides)

(Figura 1) que tienen un peso especifico cinco veces mayor al del agua.

1
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Figura 1. Identificacién de metales pesados en la tabla periddica

Los metales se encuentran de manera natural en la corteza terrestre; no obstante, éstos son
movilizados en el medio ambiente tanto por causas naturales (como la meteorizacién del suelo y
rocas) como causas antropogénicas, siendo la mas representativa de ellas la actividad minera ya que
ha generado que grandes cantidades de estos materiales se movilicen a través de diversas matrices
en los ciclos biogeoquimicos causando dafios en las cadenas tréficas. El problema se incrementa al
considerar que a diferencia de los contaminantes organicos, los metales pesados no son
biodegradables y tienden a acumularse en organismos vivos; ademas, una gran cantidad de iones de
metales pesados son conocidos por ser toxicos y carcinogénicos (Fu & Wang, 2001). Sin embargo,
realizan funciones bioldgicas y en algunos casos son esenciales en cantidades traza para las
funciones bioquimicas Y fisioldgicas vitales, entre ellos se pueden mencionar al Fe, Mn, Cu, Zny

Ni. Ademés, se han catalogados ciertos metales como no esenciales, debido a que no se ha
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encontrado que tengan una funcion vital en el organismo, entre ellos se puede citar al Cd, Pb, As,
Hg y Cr (Gohre & Paszkowski, 2006; Peng et al., 2009).

1.2 El plomo: Caracteristicas y aplicaciones

El plomo es un metal pesado de color gris azulado que pertenece al grupo 1V de la tabla periddica y
cuenta con dos estados de oxidacion, los cuales son Pb*" y Pb?*, el cual es la especie mas estable y
predominante en el ambiente, ademas de serla mas significativa desde un punto de vista
toxicoldgico. Aunque el plomo puede encontrarse de manera natural como plomo elemental, es
extremadamente raro, y se encuentra usualmente como Pb?" en los depdsitos, por lo que suele
encontrarse combinado con otros elementos como azufre y oxigeno en una variedad de minerales
gue cuentan con un amplio intervalo de composiciones. La forma mas comin de encontrarlo es
como PbS (galena), seguido de la cerusita (PbCOs), la anglesita (PbSO.), el litargirio (PbO) vy el
minio (Pb30.), los cuales son los minerales mas utilizados para la extracciéon de plomo (Casas &
Sordo, 2011).

Debido a que el plomo es un elemento de gran abundancia en la corteza terrestre, puede ser
utilizado como metal en su forma pura, en aleacién con otros metales y en forma de sales. La
importancia comercial del plomo se basa en su facilidad para hacer recubrimientos, su alta
densidad, bajo punto de fusion, baja dureza, resistencia a los acidos, aplicacion en reacciones
electroquimicas con &cido sulfurico y su estabilidad quimica al aire, agua y suelo (Global

Environmental Facility, 2002).

Actualmente este metal es utilizado mayormente en acumuladores plomo-acido, para la
construccién de hojas, para recubrimiento de cables, como blindaje para la radiacion, aditivos de
policloruro de vinilo, pigmentos y otros aditivos para pinturas, vidrio, esmaltes y ceramicas
funcionales (Casas & Sordo, 2011).

1.2.1 El plomo en México
La mineria es una de las principales actividades econémicas del pais, y de acuerdo al Informe Anual

de la Cdmara Minera de México (2015), el sector minero-metalurgico tuvo una participacion del 3%
y 8.9% del PIB nacional e industrial, respectivamente. De acuerdo a reportes de la Camara Minera,
México contribuyd con el 4.7% de la produccion de plomo mundial, mientras que a nivel nacional
se obtuvo una produccion de alrededor de 250,000 toneladas de este metal, siendo el estado de

Zacatecas el principal productor del pais, seguido de Durango y Chihuahua (Figura 2).
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Figura 2. Principales estados productores de plomo en México

La actividad minera se desarrolla principalmente en los estados del Norte y Centro del pais, , donde
se producen actualmente tres cuartas partes del valor total de la produccion minera nacional y como
resultado de esta actividad, en estas entidades federativas, se generan millones de toneladas de
residuos por afio (SEMARNAT, 2008).

1.2.2  Sitios contaminados por metales pesados en México
La produccién de plomo es una actividad que se ha dado a lo largo de la historia alrededor del

mundo, y aun cuando inicialmente las minas operaban a pequefia escala, las emisiones de plomo se
vieron incrementadas a través de la fundicion descontrolada de grandes cantidades de minerales en
espacios abiertos, la introduccion de grandes hornos durante el siglo XVI y el desarrollo de la

manufactura durante la revolucion industrial (Casas & Sordo, 2011).

En varias partes del territorio nacional se han acumulado pasivos ambientales durante décadas
debido al depdsito o vertimiento de residuos peligrosos sin ningan tipo de control. Como se sabe, la
falta de infraestructura y de servicios para el manejo adecuado de residuos ha propiciado la
proliferacion de précticas ineficientes de gran impacto ambiental (Instituto Nacional de Ecologia,
2006). Lo anterior, da lugar a la movilizacion de contaminantes que de acuerdo a la matriz donde se
encuentren y a las condiciones ambientales pueden estar biodisponibles para los organismos y asi,

generar diversos dafos a la salud.
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En cuanto a la contaminacion por plomo en el pais, se han reportado una gran cantidad de sitios

donde se ha detectado la presencia de éste metal tanto en agua como en aire y suelo, presentando

algunos de ellos en la Tabla 1.

Tabla 1. Sitios contaminados por plomo en México

Lugar Matriz Concentracion Referencia

Zona Metropolitana de la (Morton-Bermea et al.,
Ciudad de México suelo 7-452me/kg 2009)

Hermosillo, Sonora Polvo 101.88 mg/kg (Meza-Figueroa et al.,
2007)

Mazatldn, Sinaloa Sedimentos 55 mg/kg (Soto-Jimenez et al., 2001)
Hermosilo, Guaymas y Agua potable 0.05-0.12 ppm (Wyatt et al., 1998)

Nacozari, Sonora guap ’ e pp ¥ Y

Culiacan, Sinaloa Sedimentos 45 ug/g (Ruiz-Fernandez et al.,

2003)

Santa Barbara, Chihuahua

Jales, suelo y sedimentos

972 - 16,881 ng/kg
5-124 pg/g

(Gutiérrez-Ruiz et al.,
2007)

San Luis Potosi, San Luis

(Carranza-Alvarez et al.,

Potosi Sedimentos 20.3 -55.2 mg/kg 2008)
Coatzacoalcos, Veracruz Agua 3-90 ppm (Rosales-Hoz et al., 2003)
Rio Balusaai:‘t:{ol?rango- Sedimentos 7-30 ug/e (Ruelas-lznozluln)za etal.,
Zimapén, Hidalgo Suelo 910 — 3,040 mg/kg (ortega'éagig';ea etal,
Rio Tecate, Baja California Sedimentos 0.32 -28 mg/kg (Wakida et al., 2008)

Respecto a la actividad minera del estado de San Luis Potosi, el Servicio Geolégico Mexicano
(2014), describe que el estado cuenta con trece regiones mineras de las cuales ocho extraen
productos metalicos, entre los que se puede resaltar la extraccion de Au, Ag, As, Cd, Cu, Pby Zn.
Debido a la larga historia de explotacion en el estado y a un mal manejo de los residuos
provenientes de la explotacién minera, se han reportado sitios contaminados por diversos metales,
teniendo como ejemplo el caso del &rea de Villa de la Paz-Matehuala, donde se han reportado
concentraciones de plomo en muestras de suelo (26-6270 mg/kg) y sedimentos (50-2160 mg/kg)
(Razo et al., 2004), por lo que la busqueda y aplicacion de técnicas de remediacion es de gran
relevancia debido a la naturaleza de éstos contaminantes.
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1.3 Toxicidad del plomo

El principal riesgo del plomo es su toxicidad; la exposicion humana a este metal generalmente
ocurre por mas de uno de los cuatro componentes principales del ambiente: el aire, suelo y polvo de
varios tipos, agua y alimentos (Lippmann, 2009). Las principales rutas por las que el plomo puede
entrar al organismo son la ingestion y la inhalacién; sin embargo, sélo un pequefio porcentaje (5 —
10 %) del plomo ingerido pasa del tracto intestinal al flujo sanguineo, mientras que para los nifios
éste porcentaje es méas elevado (Singh, 2005), lo cual la posiciona en el porcentaje de la poblacion
que mas es afectado por la contaminacion de éste metal.

En el organismo humano, el plomo presenta procesos de distribucién, adsorcion y excrecion que
ocurren de manera simultdnea. EI plomo se distribuye en tres compartimentos: sangre, tejidos
blandos (rifion, medula 6sea, higado y cerebro) y tejido mineralizado (huesos y dientes). EI plomo
del reservorio mineralizado en determinadas circunstancias de estrés (embarazo, lactancia o
enfermedades cronicas) puede movilizarse y aumentar los niveles en sangre (Borodia et al., 2007).
La deposicion del plomo en los tejidos blandos y mineralizados se lleva cabo debido a que los iones
de Pb?* desplazan a los iones Ca?* ya que ambos cuentan con un radio iénico muy parecido
(Rodriguez, 2005). En cuanto a los dafios provocados en el sistema nervioso, tanto los sistemas
central y pericentral son los objetivos mas sensibles dentro de la toxicidad del plomo (Cory-Slechta,
1996). Mientras que el segundo es el mas afectado en los adultos, el efecto del plomo en el sistema
nervioso central es mas pronunciado en los nifios (Bellinger, 2004; Brent, 2006). De manera
general, el plomo induce dafio en la parte prefrontal de la corteza cerebral, el hipocampo y cerebelo,
lo cual conlleva una variedad de dafios neuroldgicos, como dafio al cerebro, retraso mental,
problemas de comportamiento, dafio nervioso y posiblemente la enfermedad del Alzheimer,
Parkinson y esquizofrenia (Carocci et al., 2016). En el sistema hematol6gico, el plomo interfiere en
la sintesis de hemoglobina al interferir en la via metabdlica del grupo hemo; disminuye la actividad
de la ferrogquetalasa produciendo un aumento en la concentracion de la protoporfirina eritrocitica
(Borodia et al., 2007).

1.3.1 Normatividad del plomo a nivel mundial y nacional
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, el plomo estd catalogado dentro de las diez

sustancias quimicas de mayor preocupacion para la salud publica debido a las consecuencias que
conlleva la exposicion a este contaminante. Por lo anterior, la organizacion define como limite
méaximo permisible en el agua potable una concentracion de 0.01 mg/L, mientras que para el aire

urbano establece una concentracion de 0.15 y 0.5 pg/m®. Lo anterior es importante ya que la
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normatividad mexicana toma como base diversos estudios emitidos por otras organizaciones para la

definicion de Limites Maximos Permisibles (LMP) para el control del plomo, los cuales se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Limites maximos permisibles establecidos por la legislacidon mexicana para plomo

NOM

Nombre

Especificaciones

NOM-001-SEMARNAT-1996

Que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales

Diferentes usos 0.2-0.5 mg/L

NOM-052-SEMARNAT-2005

Que establece las caracteristicas, el
procedimiento de identificacién,
clasificacidn y los listados de los residuos
peligrosos

Extracto PECT 5 mg/L

NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

Que establece criterios para determinar
las concentraciones de remediacion de
suelos contaminados por arsénico, bario,
berilio, cadmio, cromo hexavalente,
mercurio, niquel, plata, plomo, selenio,
talio y/o vanadio

400 mg/kg (Uso agricola,
residencial y comercial)
800 mg/kg (Uso industrial)
Concentracion de referencia de
contaminantes solubles: 0.5 mg/L

NOM-166-SEMARNAT-2014

Control de emisiones atmosféricas en la
fundicion secundaria de plomo

Entrada en vigor 14 mg/m3
A partir de 8 afios 0.2 mg/m3

NOM-199-55A1-2000

Criterios para la determinacion de los
niveles de concentracion de plomo en la
sangre. Acciones para proteger la salud

de la poblacidn no expuesta
ocupacionalmente. Métodos de prueba

Atencion a partir de 10 pg/dL

NOM-026-SSA1-1993

Criterio para evaluar la calidad del aire
ambiente, con respecto al plomo (Pb).
Valor normado para la concentracion de
plomo (Pb) en el aire ambiente, como
medida de proteccion a la salud de la
poblacion

1.5 ug/m3

NOM-127-SSA1-1994

Salud ambiental, agua para uso y
consumo humano-limites permisibles de
calidad y tratamientos a que debe
someterse el agua para su potabilizacion

0.01 mg/L

NOM-010-STPS-1999

Condiciones de seguridad e higiene en
los centros de trabajo donde se manejen,
transporten, procesen o almacenen
sustancias quimicas capaces de generar
contaminacidn en el medio ambiente
laboral

Como arseniato de plomo 0.15 -
0.45 mg/m3

Como puede observarse, se especifican LMP tanto en agua, aire y suelo asi como la concentracion

méaxima de exposicion para los trabajadores que estén en contacto con plomo, debido a los dafios
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previamente mencionados asi como al considerar los diversos sitios que se ha reportado
previamente donde se menciona la presencia de plomo por diversas actividades y donde ya se ha
reportado el dafio a la poblacion.

1.4 Tecnologias para el control de la contaminacién de los metales pesados

La basqueda y aplicacion de técnicas para la remediacion de metales pesados ha tomado una gran
relevancia en las Ultimas décadas debido al aumento en su explotacion por la demanda de
actividades tecnoldgicas, lo cual ha propiciado que se posicionen como los contaminantes mas
comunmente encontrados en aguas residuales (Sharma, 2014), lo cual como se menciond

anteriormente, tiene una gran repercusién sobre la salud humana.

Numerosas técnicas bioldgicas y fisicoquimicas han sido utilizadas para la eliminacién de metales
pesados, las cuales se consideran un trabajo desafiante con respecto al costo y complejidad técnica
propia de cada estrategia (Barcelo & Poschenrieder, 2003; Sheoran et al., 2010). Las técnicas
previamente mencionadas utilizadas para la remocion de metales pesados se presentan en la Figura
3.

Biological
Approaches

Remediation
Strategies
Physicochemical
Approaches

I 1 1 | ]

l Excavation ] [ Landfill ] [ Thermal ] [ Leaching ][Elem'nmrl:imalian]

\

[ I ]
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Microbial
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Phytoremediation Approach

Figura 3. Clasificacién de las estrategias de remediacion de metales pesados (Ullah ef al., 2015)
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1.4.1 Tecnologias biolégicas de remediacién
El término remediacion bioldgica se utiliza para describir un proceso complejo llevado a cabo por

sistemas biologicos (plantas, hongos, bacterias, etc.) donde se interrelacionan factores biol6gicos,
quimicos y fisicos con el fin de reducir, eliminar, contener o transformar diversos contaminantes en
sustancias menos toxicas o inocuas (Sharma, 2014; Uslu & Hanay, 2017). Dentro de las técnicas de
remediacion incluyen los procesos de bioventeo, bioguelacion, composteo, bioaumentacion y
bioestimulacion, fitorremediacion y biorremediacion, siendo éstas Ultimas las tecnologias méas

utilizadas para la remediacion de sitios contaminados (Ullah et al., 2015).

1.4.1.1 Fitorremediacién

La fitorremediacion es una técnica de remediacion bioldgica que utiliza plantas y microorganismos
asociados a ellas para minimizar los efectos toxicos de contaminantes potenciales en el ambiente
(Greipsson, 2011). Particularmente, en esta técnica se utiliza un grupo especifico de plantas
conocidas como hiperacumuladoras para extraer y concentrar particularmente metales pesados del
ambiente (Salt et al., 1998), las cuales tiene la capacidad natural de acumular diferentes
concentraciones de metales pesados (méas de 100 mg/kg de peso seco de Cd, mas de 1000 mg/kg de
peso seco de Ni, Cu o Pb y mas de 10,000 mg/kg de peso seco de Zn o Mn) en sus brotes por arriba
que otras plantas no acumuladoras sin presentar algin sintoma de estrés (Kadukova et al., 2008;
Ullah et al., 2015). Se han reportado aproximadamente 45 familas de plantas que tiene la capacidad
de acumular metales pesados, siendo de las familias mas importantes Brassicacear, Euphorbiaceae,

Asteracear, Fabaceae, Lamiaceae y Scrophulariaceae (Ghosh & Singh, 2005).

Dentro de esta técnica se han identificado seis subgrupos, los cuales por la aplicacion y el
mecanismo en el que se basan son especificos para diversos tipos de contaminantes como puede

observarse en la Tabla 3.

Como puede observarse en la tabla 3, sélo las técnicas de fitofiltracion, fitoestabilizacion y
fitovolatilizacion se aplican en ambientes acuaticos para la remocién de metales pesados, por lo

cual se describen a continuacion.
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14111 Fitofiltracidon/rizofiltracién

La fitofiltracion se puede definir como como el uso de las raices de las plantas para absorber,
concentrar y/o precipitar contaminantes nocivos o metales de corrientes acuéticas, los cuales pueden
operar tanto en balsas hidroponicas como en humedales artificiales. Las plantas utilizadas son
cosechadas periddicamente para la disposicion de los metales recuperados de las raices.
Generalmente el agua contaminada se bombea a través de un sistema en flujo continuo, donde las

plantas presentan un mejor crecimiento de las raices (Srinivasan et al., 2013, Sharma et al., 2015).

14112 Fitoestabilizacién

La fitoestabilizacion no remueve los metales pesados como tal, sin embargo éste técnica previene
las rutas de exposicion a metales hacia las aguas subterraneas y al espacio aéreo mediante la
estabilizacién/inactivacion fisica y quimica de los metales téxicos y asi prevenir su movilizacién o
lixiviacion. Se utilizan plantas perenes y no cultivables para suprimir la migracién vertical de los
iones metélicos mediante la adorcion y acumulacidn a traves de las raices, o la precipacion en la
rizosfera. La tolerancia de la planta tiene un papel considerable en este proceso, mientras que la

disposicidn de materiales peligrosos o de la biomasa no es necesaria (Srinivasan et al., 2013).

14.1.13 Fitovolatilizacién

Esta técnica involucra la conversion de metales a una forma volatil para posteriormente liberarlo a
la atmosfera a través de los estomas (Ghosh & Singh, 2005). Esta técnica se utiliza principalmente
para el Hg en su forma i6nica y es transformado en una forma elemental relativamente menos
toxica. Como la forma volatil del Hg liberado a la atmosfera puede ser reciclada de vuelta al suelo

por precipitacion, esta técnica representa una solucion temporal (Sarwar et al., 2016).

1.4.1.2 Uso de microorganismos

Se refiere a cualquier proceso que haga uso de diversos microorganismos para recuperar un
ambiente alterado por contaminantes a su condicion original (Sherameti & Varma, 2010). Dentro de
las técnicas bioldgicas, el uso de microorganismos ha tomado relevancia debido a que aun cuando
los microorganismos no pueden destruir los metales, son capaces de reaccionar con ellos en
ambientes naturales y sintéticos, alterando su estado fisico y quimico a través de varios mecanismos

dependiendo del contexto y del ambiente (Srinivasan et al., 2013).
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La habilidad de los microorganismos de sobrevivir y crecer en un habitat contaminado por metales
puede depender de adaptaciones genéticas y/o fisioldgicas. S6lo los cambios fisiologicos en las
células reducen la tasa de absorcion del metal y la toxicidad intracelular, mientras que los cambios
genéticos pueden resultan en la tolerancia de concentraciones intra y extracelular de las especies
metalicas (Sherameti & Varma, 2010). Esta exposicion a los iones metélicos permite que la
poblacion microbiana se especialice al crear sistemas de tolerancia/resistencia. La resistencia
microbiana se define como la habilidad de los microorganismos de sobrevivir a los efectos toxicos
de la exposicion a los metales mediante mecanismos de detoxificacion producidos por las especies
de los iones. La tolerancia microbiana se define como la habilidad de los microrganimos de
sobrevivir a la toxicidad de los metales por propiedades intrinsecas y/o modificaciones ambientales
sobre la toxicidad (Sucharita & Kuma, 2016).

Existen diversos mecanismos que utilizan los microorganismos para sobrevivir a la presencia de

metales, los cuales pueden observarse en la Figura 4 y algunos se describen a continuacion.

Metalmicrobe
interactions
Biosorption Bioaccumulation
2+
M
20 N Mz.( out)
M \

2+

MO x M2 .(In)
B}j?'{gig:i:gh ; Microbially-enhanced
e.g. Heteroin al
y i - i chemisorption of metals
Insoluble Organic ©.g. Hydrogen uranyl phosphate
metal I acid
soluble metal-chelate \
h HPO 2+ M* —= MHPO
2+
Metal MOa
(oxidised soluble) CO s M¥*—= MCOs
MO ,
Metal
(reduced insoluble) HaS+ M — Mg
Metal-chelate O, +M
Biotransformation Biomineralisation
.. Blofeduciion Biodegradation of
chelating agents

Figura 4. Interaccion de los microorganismos con los iones metdlicos (Tabak et al., 2005)
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14.1.2.1 Biosorcidn

Puede definirse como un proceso independiente del metabolismo celular en el que ocurre la sorcién
de contaminantes en cantidades que dependen de la composicion y cinética de equilibrio de la
superficie celular. La superficie celular esta cargada negativamente debido a la presencia de grupos
carboxil, amina, hidroxil, fosfato y sulfhidril, capaces de absorber cantidades importantes de
cationes metalicos (Sucharita & Kuma, 2016; Mosa et al., 2016). Es un proceso complicado en el
cual se involucran procesos de intercambio ionico, quelacion, adsorcién fisica, atrapamiento en
capilares y espacios de la membrana estructural debido al gradiente de concentracién dentro y fuera
de la célula, dando como resultado la difusion de los iones metélicos a través de las paredes y
membranas celulares (Rathoure & Dhatwalia, 2016).

Algunos de los mecanismos por los que se lleva el proceso de biosorcion son los siguientes:

= Complejaciéon con sider6foros

Los sideroforos son moléculas quelantes de fierro de bajo peso molecular. Su funcién bioldgica es
concentrar los iones de fierro presentes en el ambiente y transportarlos a la célula. Metales como Cr,
Al, y otros similares al Fe se unen a los sideroforos y reducen su biodisponibilidad y por tanto su
toxicidad.

= Complejacion por biosurfactantes

Estos son producidos por muchas bacterias, los cuales se unen a metales como Cd, Pb y Zn. Estos
compuestos incrementan la solubilidad de los iones en el agua y al complejarse disminuyen su

toxicidad para las células.

= Uniones con exopolimeros

Este proceso incluye sustancias como carbohidratos, acidos nucléicos y acidos grasos, los cuales
cuentan con grupos funcionales cargados negativamente que facilmente pueden unirse a las cargas
positivas de los metales. Con este método los metales se inmovilizan y se restinge su entrada a las

células (Kanwar et al., 2017).
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1.4.1.2.2 Bioacumulacién

La bioacumulacion es el proceso de la remocion de metales mediante células vivas. El proceso
ocurre en dos pasos, siendo el primero la adsorcion fisica mediante fuerzas de Van der Waals, lo
cual es independiente del metabolismo y es un mecanismo rapido de remocion, conocido como
unién extracelular. El segundo paso es dependiente del metabolismo y es relativamente lento
responsable de la penetracion/transporte de los iones metalicos hacia el interior de la célula, los
cuales se liberan de los puentes formados en la superficie celular y forman enlaces con estructuras
intracelulares. La concentracion de metal internalizado es regulado por un sistema homeostético, el
cual involucra la complejacion de ligandos y proteinas para evitar la reaccion de los iones metéalicos
con otras biomoléculas (Mosa et al., 2016; Chojnacka, 2010; Hansda & Kumar, 2016).

1.4.1.2.3 Biolixiviacién

El proceso de biolixiviacién involucra la extraccién de metales de depésitos mineros mediante
medios bioldgicos; sin embargo, en afios recientes este proceso se ha utilizado para la
bioremediacion de efluentes contaminados provenientes de distintas fuentes, generando la
extraccion de los metales pesados mediante el cambio de pH en el sistema, lo cual genera la

disolucion de moléculas estables a fracciones idnicas (Karthikeyan et al., 2015; Xu et al., 2017).

Existe una amplia variedad de microorganismos que pueden utilizarse para este proceso, como
bacterias quimiautétrofas, heterotréficas, y organismos de los reinos archea y fungi (Panda et al.,
2015), quienes son capaces de sobrevivir en ambientes acidos y llevar a cabo la oxidacion de
compuestos insolubles de fierro y azufre. Durante el proceso, los metales pesados en los lodos
residuales pueden ser estabilizados por el propio metabolismo o por producto derivados del proceso,
ya que el proceso de biolixiviacion puede agruparse en lixiviaciéon directa o indirecta (Xu et al.,
2017).

1.4.2 Tecnologias fisicoquimicas
Los tratamientos fisicoquimicos utilizan las propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes o

del medio contaminado para transformar, separar o inmovilizar el contaminante. Son tratamientos
econdmicamente factibles y la mayoria se encuentran disponibles comercialmente, por lo cual son
las técnicas més empleadas para la remediacion de diferentes matrices contaminadas (Volke et al.,
2005). Estas tecnologias involucran una variedad de procesos como: precipitacion, intercambio

ionico, electrodiélisis, oxidacidn/reduccion, sorcion, floculacién, entre otros.
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e  Precipitacion quimica

Esta técnica es ampliamente aceptada, simple, facil de operar y es una tecnologia ya probada para la
remocion de metales de efluentes. Esta técnica conlleva la reduccion del contenido de metales de las
aguas residuales a una concentracion apropiada y aceptable mediante la formacion de un
precipitado solido insoluble (hidréxido, sulfuro o carbonato). El precipitado formado puede ser
filtrado o centrifugado de la porcion liquida. EI fendmeno es independiente de la solubilidad del
producto o del metal involucrado, el pH del efluente y la concentracion de los iones metalicos. La
precipitacion es promovida mediante el uso de coagulantes, los cuales actian como un agente que
provoca el cambio entre particulas suspendidas pequefias a agregados de mayor tamafio (Srinivasan
etal., 2013).

e Intercambio iGnico

Este método es un proceso de separacion reversible y versatil que cuenta con ventajas inherentes,
como cinéticas rapidas, capacidades de tratamiento elevadas y eficiencia en la remocion de
impurezas idnicas indeseables de las aguas residuales. Involucra la transferencia de especies ionicas
de la fase en medio liquido a una resina sélida. La transferencia se lleva a cabo sin ninguna
alteracion fisica del material de intercambio i6nico. Para que esto ocurra, un grupo de especies
idnicas presentes en solucidn son intercambiados por otro grupo de especies idnicas presentes en la
fase solida. Las resinas de intercambio idnico para la remocion de metales son sélidos sintéticos que
concentran el metal en la superficie. Las resinas sintéticas son basicamente compuestos organicos
polimerizados para formar una matriz tridimensional porosa, y su estructura y porosidad son
determinadas por las condiciones de polimerizacion del polimero utilizado como materia prima. Las
resinas de intercambio catiénico mas comunes son resinas acidas con grupos acidos sulfonados (-
SO2H) o resinas debilmente &cidas con grupos carboxilicos acidos (-COOH) que contienen iones de

hidrégeno intercambiables (Srinivasan et al., 2013).

e Electrodialisis

Es el proceso de separacion de componentes i6nicos (iones metalicos) mediante el uso de
membranas semipermeables de ién selectivo. Esto implica la aplicacién de potencial eléctrico entre
dos electrodos, lo cual causa la migraciéon de cationes y aniones hacia el electrodo respectivo.
Debido al espaciamiento horizontal de cationes, aniones y la membrana permeable, se forman
celdas de sales concentradas y diluidas. Este proceso crea una corriente con una alta concentracion

de metal, la cual es efectiva para su recuperacion. Esta es una de las técnicas que tiene mas ventajas,
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como evitar la produccién de un lodo peligroso, requiere menos area, aplica un bajo voltaje y no
requiere trabajar en modo isobérico; sin embargo, no es econémicamente competitivo debido al alto
costo de los electrodos y al relativo bajo tiempo de vida de las membranas debido a que trabajan
bajo un campo de alta densidad eléctrica (Srinivasan et al., 2013).

Como puede apreciarse en la descripcion de las técnicas anteriores, estos procedimientos presentan
diversas desventajas en cuanto a su utilizacién para la remocién de metales pesados en efluentes, las
cuales como mencionan Anantha & Kota (2016) se refieren a su ineficiencia respecto al alto capital
de inversién y costos de operacion, su alta sensibilidad a las condiciones de operacidn, un consumo

de energia elevado y a la generacion de grandes cantidades de residuos.

1.5 Procesos de adsorcion

En afios recientes, la adsorcion se ha posicionado como una de las técnicas mas importantes para la
remocién de metales pesados en efluentes debido a las ventajas que representa en diversos aspectos
respecto a otras técnicas, como son la simplicidad en el disefio, bajo costo, alta eficiencia en la

remocién, facilidad de operacion y viabilidad (Gupta & Ali, 2013).

De manera general, la adsorcion se define como la concentracion de especies en una superficie
solida. En la interface sélido-liquido, las moléculas interacttan con la superficie como resultado de
dos tipos de fuerza: las fuerzas de dispersion-repulsion (fuerzas de Van der Waals) y fuerzas
electrostaticas, las cuales existen como resultado de las moléculas y de los grupos superficiales que
tienen un momento eléctrico permanente de dipolo o cuadropolo o una carga eléctrica neta. Las
fuerzas de repulsién a corta distancia son dominantes muy cerca de la superficie pero decrece
rapidamente en tanto la distancia respecto a la superficie aumenta; en cambio, las fuerzas
electrostaticas de atraccion tienen un intervalo mas amplio. Como resultado, la concentracion de

moléculas cerca de la superficie varia con las distancia (Cussler, 2009).

Dentro de las interacciones que ocurren entre el adsorbente a utilizar y el adsorbato de interés, se
puede clasificar el proceso de adsorcion en tres tipos, los cuales son adsorcion fisica, adsorcion

quimica y adsorcion electrostéatica.

1.5.1.1 Adsorcién fisica
Este tipo de adsorcién (también conocido como fisisorcion) es el resultado de fuerzas
intermoleculares de atraccion entre el adsorbente y el adsorbato. Las fuerzas de atraccién molecular

gue pueden retener el adsorbato pueden ser el resultado de fuerzas de Van der Waals, potencial
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intermolecular y fuerzas de dispersidn, el cual es un fenémeno posiblemente reversible donde no se
lleva a cabo un intercambio de electrones entre las moléculas del adsorbato y del adsorbente.
Ademas, debido a las fuerzas que se estén presentando en el proceso, se puede llevar a cabo la
formacion de multicapas del adsorbato sobre la superficie del adsorbente. En este tipo de adsorcion,
se requiere de una cantidad de energia baja (5 a 40 kcal/mol), por lo que es estable s6lo en
temperaturas por debajo de 150 °C (Shemshadi et al., 2012; Bhushan, 2013; Inglezakis &
Poulopoulos, 2006).

1.5.1.2 Adsorcion quimica

La quimisorcion es un tipo de adsorcion provocada por fuerzas electrostaticas fuertes que se
asemejan a puentes covalentes o electrostaticos entre dos atomos. La quimisorcion generalmente
ocurre en sitios especificos de la superficie del adsorbente, y puede ser influenciado en gran manera
por grupos funcionales especificos (Stroo & Ward, 2010). A diferencia de la fisisorcién, en un
proceso de quimisorcién se comparten o intercambian electrones entre las moléculas del adsorbato
y el adsorbente, por lo cual se presentan dos caracteristicas importantes en el proceso: A) La
formacion de una monocapa sobre la superficie del adsorbente y B) El proceso requiere de una
cantidad de energia comparable a aquella asociada a la formaciones de puentes quimicos (40 a 800
kcal/mol). En consecuencia, la quimisorcion es mas fuerte y mas estable a altas temperaturas que la
fisisorcion. (Bhushan, 2013; Inglezakis & Poulopoulos, 2006).

1.5.1.3 Adsorcién electrostética

Este tipo de adsorcion también es conocido como intercambio i6nico, donde se ven involucradas
fuerzas de atraccion de Coulomb entre los iones y los grupos funcionales que cuentan con una carga
(Inglezakis & Poulopoulos, 2006). Ademas, como menciona Gurdeep (2002), diversos sélidos al
entrar en contacto con agua adquieren una carga electrostatica, la cual puede ser positiva debido al
atrapamiento de iones H* o negativa debido al mismo fendmeno pero con los iones OH" en la
superficie del solido, por lo que esta adquisicion de carga tendra la tendencia de atraer iones con
carga opuesta del soluto en la solucion. En este proceso, se espera que todos los iones de una
valencia en especifico sean absorbidas con una energia equivalente, considerando so6lo alguna
variacion debido a la diferencia de tamafio de las especies idnicas. Estos iones adsorbidos pueden
no estar enlazados a la superficie pero si podria existir en una regién de doble capa (Moudgil &
Soto, 1988).
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1.6 Materiales utilizados como adsorbentes

El fendmeno de adsorcion provee un método efectivo para la separacion de una variedad de mezclas
de fluidos, y se reconoce como una importante operacion de transferencia de masa. La adsorcion de
una sustancia en una superficie sélida ocurre debido a la afinidad de la superficie por una sustancia
especifica, y es natural que una superficie sea variable en su afinidad por diferentes sustancias
(Dutta, 2009).

Un adsorbente adecuado para procesos de adsorcion de contaminantes debe cumplir varios
requisitos: eficiente en la remocion de una amplia variedad de contaminantes, alta capacidad e
intervalo de adsorcion, importante selectividad de diferentes concentraciones, tipo granular con
buena éarea de superficie, capacidad de ser regenerado si es requerido, tolerante a un amplio
intervalo de pardmetros de los efluentes y bajo costo (Shemshadi et al., 2012).

Los materiales utilizados como adsorbentes pueden clasificarse bajo diversos criterios, que van
desde su composicion quimica, su porosidad, por su polaridad y por su origen, siendo esta Gltima
relevante debido a que describe la naturaleza del material y sus caracteristicas en distintos aspectos.
Bajo el concepto anterior, los materiales sélidos convencionales y no convencionales utilizados

como adsorbentes se clasifican en sintéticos y naturales.

1.6.1 Adsorbentes sintéticos
Este tipo de adsorbentes son materiales porosos compuestos por polimeros sintéticos que

comunmente tienen la forma de cuentas esféricas con un tamafio entre 0.3 y 1.2 mm. Dentro de su
estructura, éste tipo de adsorbentes cuentan con radicales capaces de formar puentes coordinados
con los iones del adsorbato de interés. Los radicales contienen sitios de anclaje como nitrégeno,
oxigeno o sulfuros obtenidos ya sea por polimerizacién del monémero o por una reaccién quimica
entre el polimero y un compuesto de peso molecular bajo que tenga la capacidad de coordinarse
(Kantipuly et al., 1990; Arsalani et al., 2009 y Kaliyappan & Kannan, 2000). En los ultimos afios,
se han hecho pruebas para mejorar estos adsorbentes que originalmente fueron desarrollados como
bases para resinas de intercambio iénico (Dedek et al., 1992). Por otro lado, el uso de nuevas
tecnologias permite la produccion de polimeros altamente porosos con una superficie especifica de
500-2000 m?g? que es similar a la superficie del carbén activado (Gupta et al., 2016), siendo éste

Gltimo el mas utilizado.

Ademas, se ha reportado la aplicacién de modificaciones quimicas de materiales sintéticos
previamente reportados como adsorbentes con el fin de incrementar su capacidad de adsorcion,

teniendo como ejemplos el poliestireno 6 (Wang et al., 2008), polianilina (Eisazadeth, 2007),
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polipirrol 8 (Eiasazadeth, 2008), poliacrilicester 9 (Pan et al., 2008), poliestirendivinilbenceno 10
(Denizli et al., 2004), entre otros. A pesar de lo mencionado anteriormente, el punto critico en el
uso de los adsorbentes sintéticos es que ain cuando han sido disefiados para ser regenerados y
reutilizarse, esto no se logra totalmente; ademéas, como mencionan Awokoya & Moronkoba (2012)
posterior al proceso de adsorcion, los complejos adsobente-adsorbato formados son dispuestos de
manera incorrecta (descargados en vertederos o tratados por incineracion) o incluso confinados.
Estos procesos suelen dar lugar a una contaminacion secundaria debido a que éstos polimeros

sintéticos son no renovables y no biodegradables.

1.6.2 Adsorbentes naturales
En afios recientes, varios desechos naturales o agricolas han sido utilizados para la remocién de

metales pesados de efluentes de la industria debido a su bajo costo y su disponibilidad. Otra
propiedad importante de los adsorbentes naturales, es que poseen un gran nimero de grupos
funcionales como hidroxilo, aldehido, acido alifatico, alqueno, amida, nitro aromatico, silicato,
sulfonato, etc. (Singha et al., 2011), lo cual es una ventaja debido a la variedad de materiales que
pueden utilizarse. Este tipo de adsorbentes se usan generalmente sin ningun tratamiento, pero en
algunos casos se emplean pretratamientos fisicos como el uso de calor o tratamientos quimicos con
el fin de llevar a cabo modificaciones estructurales o la adicién de especies que favorezcan el
proceso de adsorcion. De acuerdo a Worch (2012), los adsorbentes naturales pueden clasificarse de

acuerdo a la Tabla 4.

Tabla 4. Subclasificacion de adsorbentes naturales y ejemplos

Materiales naturales Residuos Residuos
agricolas/subproductos industriales/subproductos
e  (Cascaras, conchas, .
e Madera e Cenizas
huesos de frutas
e  Carbdn , e Lodos
° Aserrin
° uitina/Quitosana , ° Bagazo
Q /Q e  Mazorca de maiz g
e Arcillas . e  Cenizas de aceites
e Tallos de girasoles
e  Zeolitas . e  Barrorojo
. Paja
. Etc. ° Etc.
° Etc.

Pertenecientes a esta clasificacion, se han reportado diversos materiales para la remocion de metales

pesados, nombrando algunos de ellos en la Tabla 5. Como puede observarse, la composicion de los
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materiales es diversa, por lo que la asociacién de los metales pesados se debe a mecanismos
especificos propios del material y de las condiciones en las que se desarrolla el proceso de

adsorcion.

Tabla 5. Adsorbentes naturales reportados para la remociéon de metales pesados

Adsorbente Metal(es) Referencia
Hojas de arborvitae Pb2* (Shi et al., 2016)
Hojas de maiz Pb2* (Petrovic et al., 2016)
Cascara de cacahuate Cu?* (Ali et al., 2016)
Residuos de té Pb2*, Cd?*, Cu?* (Wan et al., 2014)
Vermlcomposte.a derivada de Pb2*, Cd2* (He et al., 2017)
lodos residuales
Vainas de moringa Cu?*, Ni2*, Cr3+, Zn2* (Matouq et al., 2015)
Hojas de ricino Cd?*, Pb?* (Martins et al., 2013)
Céscara de melon y cdscara Pb2, Ni2* (Mallampati et al., 2015)
de aguacate
Cdscara de nuez de Cd2+, Pb2+, Cr3+ (Coelho et al., 2014)
anacardo
Bi P I
iomasa de Portulaca ca (Dubey et al., 2014)
oleracea
Arcilla natural Pb2* (Sdiri et al., 2016)
Bentonita Cd?, Cu?*, Ni2*, Pb2* (Anna et al.,2015)

Uno de los materiales que en afios recientes se han utilizado como un adsorbente natural es la pluma
de pollo, ya que ha presentado buenos resultados en la remocién de colorantes como el Amido
negro 10B (Mittal et al., 2013), el Cl amarillo reactivo 39 (Freitas et al., 2016), el azul &cido 80
(Garcia-Sabido et al., 2016) y el rojo congo (Cervantes-Gonzalez et al., 2017), hidrocarburos como
fenoles (Ahmaruzzaman, 2008), 4cidos naftéicos (Arshad et al., 2016) y metales pesados como Cr®*
(Ping et al., 2009), Zn?* (Aguayo-Villarreala et al., 2011), entre otros.

Lamentablemente en los procesos de adsorcidn, la transferencia de masa que ocurre en el proceso
no elimina el problema, pues se forman complejos adsorbente-adsorbato que no siempre son

tratados y solo llegan a ser confinados; por lo que resulta necesaria la busqueda de tratamientos que
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eliminen estos complejos; considerando que el adsorbente utilizado es natural, es factible su

biodegradacion.

1.7 La pluma de pollo

Las plumas se definen como formaciones epidérmicas desprovistas de células vivas, fuertemente
queratinizadas y mineralizadas. Las plumas cumplen funciones diversas: ayudan a controlar la
temperatura corporal, sirven de fuerza aerodindmica durante el vuelo, su coloracion permite el

camuflaje o la comunicacién entre los distintos individuos (Gil, 2008).

De acuerdo a su morfologia, las plumas estan constituidas de tres unidades distintas: el raquis, la
parte central de la pluma por la que corre toda la longitud de la pluma que estd conectada con las

estructuras secundarias, las barbas y las estructuras terciarias, las barbulas (Figura 5).

Rachis

Distal barbule
Proximal barbules

Figura 5. Estructuras de la pluma de pollo (Tesfaye et al., 2017)

La longitud del raquis varia dependiendo de la posicion de la pluma en el cuerpo del pollo; sin
embargo, la longitud de las barbas y las barbulas no cambia en gran medida, excepto a veces las
estructuras presentes en la base del raquis, las cuales tienden a ser mas largas que aquellas donde

termina el raquis (Tesfaye et al., 2017).

En cuanto a su composicion, es sabido que las plumas estan compuestas mayormente de una
proteina estructural, la queratina (>90%), la cual es una proteina semicristalina de bajo peso

molecular (~10 kDa) rica en residuos hidrofébicos como la cisteina, la cual promueve su
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reticulacion por los puentes disulfuro, asi como por los puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofébicas (Dou et al., 2015; Jeong et al., 2010).

Harrap & Wood (1964) determinaron en sus investigaciones que el 85-90% de la proteina de las
plumas es a-queratina, familia de proteinas del tipo fibrosas constituidas por cadenas polipeptidicas,
insolubles en agua y soluciones salinas diluidas. Las a-queratinas son ricas en aminoacidos (aa) que
poseen grupos R-hidrofébicos como fenilalanina, isoleucina, valina, metionina y alanina que
favorecen la formacion de a-hélices (Gonzéles, 2007). Debido a su alta estabilidad, las plumas de
pollo, residuo de la industria avicola, son consideradas un problema serio en muchos paises debido
a sus limitadas aplicaciones (Ayutthaya et al., 2015).

1.7.1 La pluma de pollo como contaminante
El consumo de pollo se esta incrementando dia a dia debido al avance tecnolégico en la preparacion

de alimentos, mientras tanto, las plumas de pollo (el subproducto de los residuos de las plantas
procesadoras de aves de corral comerciales y rastros) se estd acumulando en niveles cada vez mas
altos (Agrahari & Wadhwa, 2010).

Considerando factores como el aumento en el consumo de carne de pollo a nivel mundial (Figura
6), la presencia de México en la produccién en la misma escala (Figura 7) y al hecho de que las
plumas representan del 5-7% del peso total del pollo (Rahayu & Bata, 2015), hace evidente que la

pluma de pollo como un residuo es generada en grandes cantidades.
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Figura 6. Consumo de carne de pollo, 2006-2016 (Miles de toneladas)
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Figura 7. Producciéon mundial de carne de pollo, 2006-2016

De manera general, la disposicién de las plumas de pollo suele ser en rellenos sanitarios o por
incineracion (Veerabadran et al., 2012; Stingone & Wing, 2011). Lo anterior, conlleva una
disposicién incorrecta de éste residuo bioldgico que contribuye a la contaminacién ambiental y a la
transmicién de enfermedades (Tronina & Bubel, 2008).

Debido a la estabilidad dada por los enlaces caracteristicos de la queratina, las plumas son un
material altamente recalcitrante, por lo que la bisqueda de medidas para su control es de gran
interés. Diversos tratamientos fisicos y quimicos se han empleado para la degradacion de las
plumas; sin embargo, la cantidad de energia y recursos que requieren es alta y los lisados de plumas
resultantes son deficientes en aminoécidos sensibles al calor como metionina, lisina y triptéfano
(Tiwary & Gupta, 2010). La hidrolisis de las plumas por microorganismos queratinoliticos
representa un método alternativo para reducir el consumo de energia y la contaminancion

provocada por otros métodos para la eliminacion de este residuo (Fang et al., 2013).

1.8 Biodegradacién de la pluma de pollo

Las plumas de pollo desechadas por las granjas avicolas contienen una porcién importante de
proteina, especificamente de queratina, en la cual las cadenas de polipéptidos estan unidas por
puentes de hidrégeno, y puentes disulfuro (Jain et al., 2012). Los puentes disulfuro en la queratina
impiden su degradacion por enzimas proteoliticas conocidas (Shih, 1993), como tripsina, pepsina y
papaina (Williams et al., 1990). Sin embargo, la queratina es hidrolizada por algunos

microorganismos que sintentizan queratinasas. Estas enzimas tienen la capacidad de degradar la
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gueratina en cadenas de péptidos méas pequefias que pueden posteriormente ser absorbidas por las

células (Rodrigues et al., 2008).

Diversos grupos de microorganismos estan reportados para producir queratinasa, como hongos
(Doratomyces microsporus, Alternaria radicina, Trichurus spiralis, Aspergillus sp., Rhizomucor
sp., Absidia sp., Stachybotrys alba, etc.), actinomicetos (Streptomyces pactum, S. alvs, S.
thermoviolaceus, S. fradiae, Thermoactinomycescandidus etc.) y diversas especies de bacterias
(Fervidobacterium islandicum, Pseudomonas aeruginosa, Microbacterium sp., y gran cantidad de
especies del género Bacillus incluyendo Bacillus licheniformis y B. pumilus) (Han et al., 2012;
Deivasigamani & Alagappan, 2008; Mukhopadhyay & Chandra, 1993; Nam et al., 2002; Suneetha
& Lakshmi, 2005).

En la presente investigacion, se pretende evaluar la capacidad de la pluma de pollo y de dos
materiales obtenidos por modificacion quimica de la misma como adsorbentes para la remocién de
Pb?* en fase acuosa y posteriormente, evaluar el proceso de degradacion de los complejos

adsorbente-adsorbato obtenidos.
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2 JUSTIFICACION

El plomo es un metal pesado que en altos niveles de concentracion en agua presenta efectos tdxicos
sobre la salud, por lo que el empleo de tecnologias para su control es de vital importancia; aun
cuando el proceso de adsorcion se ha planteado como una alternativa efectiva para el control de este
contaminante, la disposicion final del residuo adsorbente-adsorbato formado representa una fuente

de contaminacion secundaria.

El presente trabajo propone el uso de la pluma de pollo oxidada como adsorbente de plomo debido
a que presenta ventajas tales como el aprovechamiento de un residuo avicola que se estd
acumulando en grandes cantidades debido al aumento en la relacion produccion-consumo (6,300
miles de toneladas/afio aproximadamente), asi como la factibilidad de ser degradado por un
consorcio especializado. La presente investigacion evaluara la biodegradacion del complejo
obtenido en el proceso de adsorcidn, con lo anterior se propondria un tratamiento completo de

biorremediacion.

3 HIPOTESIS

La pluma de pollo oxidada es un adsorbente altamente eficiente en la remocion de plomo en medio
liquido tanto en sistemas por lote como en flujo continuo; ademas, el complejo “pluma-plomo” que
se obtiene del proceso de adsorcion es biodegradable por un consorcio aislado de residuos avicolas,

donde el metal es concentrado en la biomasa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar una propuesta de biorremediacion completa de Pb contenido en un efluente sintético

mediante adsorcion tilizando pluma de pollo oxidada y el posterior manejo del residuo obtenido

“adsorbente-adsorbato” mediante un proceso de biodegradacion.

4.2 Objetivos especificos

Realizar la oxidacion y/o coloidizacion de la pluma de pollo previamente acondicionada en
cuanto a lavado y seleccion por tamafio.

Identificacion de grupos funcionales y determinacion del punto de carga cero en pluma de
pollo sin tratamiento, oxidada y coloidizada.

Estudiar el proceso de adsorcion de plomo sobre pluma de pollo sin tratamiento, oxidada y
coloidizada en sistemas por lote, evaluando el efecto del pH, temperatura y agitacion a
través del disefio experimental de Box-Behnken; y seleccionar el material dptimo para el
proceso.

Estudiar el proceso de adsorcion a diferentes temperaturas y describir su naturaleza
termodinamica.

Estudiar el comportamiento cinético de adsorcion en sistemas por lote utilizando diferentes
concentraciones de adsorbato.

Estudiar el proceso de adsorcion en flujo continuo mediante el analisis de curvas de
rompimiento obtenidas evaluando flujo volumétrico y concentracién del adsorbato.

Evaluar la biodegradacion del residuo “adsorbente-adsorbato” mediante el andlisis de
actividades enzimaticas y subproductos.

Determinar la presencia de plomo adsorbido en la pluma de pollo mediante Espectroscopia
de Energia Dispersa y obtener imagenes de la degradacion del complejo “Pluma+Pb”
mediante Microscopia Electronica de Barrido.

Evaluar la diversidad microbiana del consorcio mediante secuenciacién masiva en

diferentes tiempos del proceso de degradacion.
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5.2 Acondicionamiento de la pluma de pollo utilizada como adsorbente

La pluma de pollo utilizada en el presente trabajo fue obtenida en un mercado localizado en el
municipio de Nezahualcdyotl en el Estado de México. Las plumas se dejaron remojando en
detergente neutro por 24 horas y posterior a este tiempo se enjuagaron y se dejaron secar al aire
durante 24 horas. Finalmente se seleccionaron las plumas que contaran con un raquis de 1 mm de

espesor aproximadamente (Figura 9).

Figura 9. Ejemplares de pluma de pollo seleccionados

5.2.1 Modificacidn quimica de la pluma de pollo
Las plumas seleccionadas se dividieron en tres grupos; dos de ellos se sometieron a una

modificacion quimica diferente cada uno con el objetivo de mejorar la capacidad de adsorcion del

material y el grupo restante no fue modificado.

5.2.1.1 Proceso de oxidacion

5 g de pluma de pollo fueron oxidadas mediante la adicion de 100 mL de H.O; al 5% dejandose en
reposo por 24 h a temperatura ambiente, posteriormente las plumas fueron lavadas utilizando agua
destilada hasta que el agua de lavado se encontrara a pH 7. Finalmente se secaron utilizando un

horno de secado a 40 °C por 24 h.

5.2.1.2 Proceso de coloidizacidn
5 g de pluma de pollo se colocaron en una solucién de 100 mL de HsPO4 al 85% por 24 h a una
temperatura de 4 °C; posterior a éste tiempo se realizo el lavado del material con agua destilada
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hasta alcanzar pH 7 en el agua de lavado, por Gltimo se sec6 utilizando un horno de secado a 40 °C
por 24 h.

5.3 Identificacion de grupos funcionales en los materiales a evaluar como

adsorbentes

5.3.1 Andlisis mediante Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
Se determinaron los grupos funcionales propios de cada material mediante (FTIR) en un equipo

Cary 630-Agilent Technologies en un intervalo de 4000 a 400 cm™, con 64 exploraciones a una

resolucion de 4 cm™.

5.3.2 Determinacién de sitios activos en la superficie
La cantidad de sitios acidos y bésicos en la superficie de cada material se determin6 por medio de

titulaciones acido-base de acuerdo al método de Boehm (1979); para ello se colocaron 0.1 g de
cada material en botellas seroldgicas con 25 mL de las siguientes soluciones: NaOH 0.05 M, HCI
0.05 M, NaHCO; 0.05 M y Na,CO3 0.05M. Las botellas fueron selladas con tapon de goma 'y se les
hizo un cambio de atmosfera con nitrégeno, la cual fue mantenida durante los 7 dias de contacto
haciendo pasar una corriente del gas cada 24 h, los sistemas fueron incubados 25°C en agitacion.

Cada sistema se llevé a cabo por duplicado.

Finalmente, los sistemas fueron filtrados y de cada uno se tomé una alicuota de 20 mL la cual se
valoré de manera potenciométrica utilizando un potenciémetro Oakton 300 series con soluciones
estandarizadas de HCI 0.05 M y NaOH 0.05 M segun el caso.

Con los resultados obtenidos de las titulaciones, se utilizd la ecuacion 1 para conocer la

concentracion de sitios activos presentes en la superficie de los materiales analizados:

Vi(Ci— C
Csa = —( m f) €Y)

Donde:

Csa = Concentracion de sitios activos (mM/g)

Vi = Volumen inicial de la solucién neutralizante, (L)

Ci = Concentracién inicial de la solucion neutralizante (mol/L)
Cf = Concentracion final de la solucién neutralizante (mol/L)
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m = Masa del material (g)

Para obtener la concentracion final de la solucion a neutralizar (Cf) se utilizan los mililitros

empleados de la solucion titulante (NaOH o HCI segun el caso) utilizando la ecuacion 2:

Vl * Cl
G=0="1" @)
2

Donde:

V1 = Volumen utilizando de la solucién titulante (mL)

C1 = Concentracion de la solucion titulante (mol/L)

V2 = Volumen de la muestra de la solucion neutralizante (mL)

De acuerdo a lo descrito por Boehm (1979), la relacion entre las soluciones neutralizantes y los
sitios activos se define de acuerdo a la Tabla 6:

Tabla 4. Relacién entre sitios activos y soluciones neutralizantes

Sitios activos Solucidn neutralizante

Sitios carboxilicos NaHCO3
«» | Sitios carboxilicos
o Na,CO3
2 Sitios lacténicos
jg Sitios carboxilicos
& Sitios lacténicos NaOH

Sitios fendlicos
Sitios bdsicos HCI

5.3.3 Determinacién del punto de carga cero
El punto de carga cero se refiere al valor de pH en el que se neutraliza la carga superficial de un

material, ésta se determiné por el método de adicion del sélido (Balistrieri & Murray, 1981). Se
prepararon 6 botellas seroldgicas conteniendo 45 mL de KNOs 0.01 M con un ajuste de pH de 2, 4,
6, 8, 10 y 12 utilizando HCI o NaOH segun el caso. Posteriormente se agreg6 a cada botella 0.1 g
del adsorbente a evaluar, se taparony se dejaron llegar al equilibrio durante 48 h con agitacion
manual intermitente; al término del tiempo establecido se midi6 el pH del sobrenadante con un

potenciometro Oakton 300 Series.
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5.4 Evaluacién del proceso de adsorcidn de Pb?*

5.4.1 Efecto de pH, temperatura y velocidad de agitacién sobre la capacidad de adsorcidn de los
materiales
Con el objetivo de buscar las condiciones Optimas del proceso de adsorcion, se utilizé el disefio

experimental de Box-Behnken con tres variables y tres niveles cada una para cada uno de los
materiales a evaluar (pluma sin tratamiento, pluma oxidada y pluma coloidizada). Las variables
independientes fueron temperatura, pH y agitacion, las cuales se trabajaron en los intervalos
especificados en la Tabla 7. Los sistemas se prepararon en tubos de fondo conico de 15 mL
conteniendo 10 mL de una solucién de Pb* de 90 mg/L procedente de Pb(NOs), y 0.1 g del
adsorbente a evaluar. El ajuste de pH se llevo a cabo con soluciones de HCI o NaOH segun el caso
y los sistemas fueron incubados a las temperaturas y velocidades de agitacion correspondientes
durante 2.5 h. Transcurrido el periodo de incubacion, se cuantificd la concentracion de plomo
residual mediante las diluciones correspondientes para su lectura por absorcién atdmica (AAS por
sus siglas en inglés, Atomic Absorption Spectroscopy) en un equipo Thermo Scientific E 3000
SERIES a 217 nm, flama de aire-acetileno con un flujo de 10 L/min y 1.1 L/min respectivamente y

una altura del qguemador de 7 mm.

Las superficies de respuesta y la ecuacion de cada grafico fueron obtenidas mediante la relacién de
la variable de respuesta (Concentracion de Pb?* adsorbido) con las variables de temperatura, pH y

velocidad de agitacién utilizando el software Statistica Version 6.1 y SigmaPlot 13.0.

Tabla 7. Diseno experimental de Box-Behnken utilizando las variables de temperatura, pHy
velocidad de agitacién

] . Agitacion
Experimento T(°C) pH (rom)

1 30 2 60
2 30 4 60

3 50 2 60
4 50 4 60
5 30 3 0

6 30 3 120
7 50 3 0

8 50 3 120
9 40 2 0
10 40 2 120
11 40 4 0
12 40 4 120
13 40 3 60
14 40 3 60
15 40 3 60
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5.4.2 Evaluacién de isotermas de adsorcidn
Se prepararon seis isotermas con el fin de observar el equilibrio entre la concentracion del metal

adsorbido y la concentracion de éste en solucion a una temperatura constante, mediante modelos
que explican el comportamiento del proceso de adsorcion. Para esto se estudiaron isotermas a 5, 10,
15, 30, 45 y 60 °C utilizando soluciones a 20, 40, 70, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 mg de Pb/L.
Las isotermas se prepararon en tubos de fondo cénico con 10 mL de solucion y 0.1% p/v de pluma
oxidada. Despueés de 13 h de incubacion se cuantificd la concentracion de Pb residual por absorcion
atomica a las condiciones ya mencionadas. Con los resultados obtenidos, se realizé un anélisis por
medio del software Statistica Version 6.1 para analizar el ajuste a los modelos matematicos de
Langmuir, Freundlich, Temkin y Dubinin-Radushkevich y se realizaron las gréficas
correspondientes en Excel versién 2013. Los modelos anteriores se definen por las siguientes

ecuaciones (Tabla 8):

Tabla 8. Ecuaciones de los modelos de adsorcion de Langmuir, Freundlich, Temkin y Dubinin-

Radushkevich
Modelo de Langmuir Modelo de Freundlich
p 1
q, = Smiatien a =K (cn)
1+ bCeq
Donde: Donde:
Qmax = Capacidad de adsorcién maxima (mg/g) Ks = Capacidad de adsorcién (mgt/nLYngt)
K. = Afinidad de los sitios activos y la energia de | 1/n = Intensidad de la adsorcion sobre el adsorbente
adsorcion (L/mg) (g/L)
(Langmuir, 1918) (Freundlich, 1906)
Modelo de Temkin Modelo de Dubinin-Radushkevich
RT _ 1712
q= by Ln(arC,) q = qsexpi—Kguq [RT Ln (1 + C_e)]
Donde: Donde:
R = Constante universal de los gases (8.314 | 0s = Capacidad del adsorbente (mg/g)
JimolK) Kag = Energia libre de adsorcion (mol?/KJ?)
T = Temperatura absoluta (K) R = Constante universal de los gases (8.314
br = Calor de adsorcién (J/mol) J/molK)
ar = Unién en el equilibrio (L/mg) T = Temperatura absoluta (K)
(Temkin & Pyzhev, 1949) (Dubinin & Radushkevich, 1947)

46



Posteriormente, se obtuvieron los parametros termodinamicos que describen el proceso de
adsorcion, los cuales son Energia libre de Gibbs (AG®), Entalpia (AH®) y Entropia (AS°). De
acuerdo a lo reportado por Hossain et al. (2011), se utiliza la constante de Langmuir obtenida en
cada isoterma dentro de la ecuacion que define la Energia libre de Gibbs (Ec. 3), que al relacionarse
con la ecuacion linealizada de Van’t Hoff (Ec. 4) permite obtener los valores de entalpia y entropia
al graficar temperatura (K) contra AG® (Ec. 5) (Tabla 9):

Tabla 9. Ecuaciones utilizadas para la obtenciéon de paraGmetros termodindmicos

__AEe A .
AG® = RTLnK, .....(3) TR TR W | acc= Ao —TaS...(5)

(Van't Hoff, 1884)

(Gibbs, 1948) (Gibbs, 1948)

5.4.3  Evaluacion de cinéticas de adsorcién
Para analizar el comportamiento cinético del proceso de adsorcion de plomo sobre pluma de pollo,

se trabajaron sistemas con tres concentraciones iniciales (100, 200 y 300 mg/L) en frascos de vidrio
con un volumen de 100 mL y 0.1% p/v de pluma oxidada a una temperatura de 30 °C con agitacion
constante de 140 rpm. Se tomaron muestras de 0.1 mL a determinados intervalos de tiempo por 6 h
y se centrifugaron a 12,000 rpm por 5 min a 5 °C para posteriormente realizar las diluciones
correspondientes y leer la concentracién residual de cada sistema por absorcién atémica bajo las
condiciones previamente mencionadas. Con los resultados obtenidos, se realizd el ajuste a los
modelos cinéticos de Pseudo-primer orden, Pseudo-segundo orden, modelo de Elovich y de
Difusién intraparticula por medio del software Statistica Versidn 6.1 y posteriormente se realizaron
las gréficas correspondientes en Excel Versién 2013. Cada uno de los modelos mencionados

anteriormente se define por las siguientes ecuaciones (Tabla 10):

47




Tabla 10. Ecuaciones de los modelos cinéticos de Pseudo-primer orden, Pseudo-segundo orden, de
Elovich y de Difusion intraparticula

Modelo de Pseudo-primer orden

q = qe (1— exp~FD)

Donde:
g: = Cantidad de adsorbato adsorbido en el tiempo t

(mg/g)
ge = Concentracion de adsorbato en el equilibrio
(mg/L)

k = Velocidad de adsorcién (min™)

(Lagergren, 1898)

Modelo de Pseudo-segundo orden

_qkt
%= 1+ gkt

Donde:

g: = Cantidad de adsorbato adsorbido en el tiempo t
(mg/g)
ge = Concentracion de adsorbato en el equilibrio
(mg/L)

k = Velocidad de adsorcion (g/mg-min)

(Ho & McKay, 1999)

Modelo de Elovich

1 1
qt:ELn(a-b)+ZLn(t)

Donde:

g: = Cantidad de adsorbato adsorbido en el tiempo t
(mg/g)
b = Constante de desorcion (g/mg)

Modelo de Difusién intraparticula
qc =k Vt

Donde:
gt Capacidad del adsorbente (mg/g)

k = Tasa constante de difusion intraparticula (mg/ g
min)

a = Tasa inicial de adsorcion (mg/g min)

Elovich, 1959 i
(Elovi ) (Weber & Morris, 1963)

5.4.4 Estudio en columna de lecho empacada
Con el fin de describir el proceso de adsorcién en flujo continuo y obtener los modelos que

expliquen la operacion sucesiva de una columna a escala laboratorio hacia operaciones industriales,
se utilizé una columna de vidrio (25 cm de altura por 1.2 cm de didmetro) empacada con 1 g de
pluma oxidada, que corresponde a una altura del empaque de 10 cm aproximadamente. Se
determind el efecto de dos variables (flujo volumétrico y concentracion inicial) con dos y tres
niveles respectivamente (1 y 2 mL/min y 50, 100 y 400 mg/L). Cada una de las soluciones se
aliment6 a la columna por la parte superior utilizando un volumen determinado a través de una
bomba peristaltica Masterflex L/S; se tomaron muestras de 0.5 mL a la salida de la columna en

diferentes intervalos de tiempo hasta alcanzar el punto de rompimiento. Las muestras se
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centrifugaron a 7,000 rpm por 10 minutos a 5°C y se realizaron las diluciones correspondientes para

la lectura de la concentracidn residual mediante AAS a las condiciones previamente mencionadas.

Con los resultados obtenidos, se obtuvieron las curvas de rompimiento de cada uno de los sistemas

analizados para determinar su mejor ajuste hacia los modelos de Thomas, Clark, Adams-Bohart y el

modelo modificado de dosis-respuesta, los cuales se definen por las siguientes ecuaciones (Tabla

11):

Tabla 11. Ecuaciones de los modelos de Thomas, Clark, Adams-Bohart y el modelo Modificado de
dosis-respuesta para el modelado de columnas de lecho empacado

Modelo de Thomas
Ce 1
Co 1+exp[(%)(q-w—Co-Q-t)

Donde:
C: = Concentracion en el efluente (mg/L)
Co = Concentracion inicial (mg/L)
kth = Constante de Thomas (L/h mg)
go = Concentracion del adsorbato en el adsorbente
(mg/g)
w = Cantidad de adsorbente en la columna (g)
Q = Flujo volumétrico de la solucion (L/h)
t=Tiempo (h)
(Clark, 1987)

Modelo de Clark
1
& — (#) (n-1)
Co 1+ Ae~1t
Donde:

C: = Concentracion en el efluente (mg/L)
Co = Concentracidn inicial (mg/L)

A = Constante de Clark

r = Tasa de transferencia de masa (L/min)
n = Constante de Freundlich

t = Tiempo (h)

(Thomas, 1944)

Modelo de Adams-Bohart

& _ exp(k,pCot)
C VA
0 exp <kABN0 (V)) — 1+ exp(kypCot)
Donde:

Ct = Concentracion en el efluente (mg/L)
Co = Concentracion inicial (mg/L)

kag = Constante cinética (L/mg h)

t = Tiempo (min)

No = Concentracion en el punto de saturacion
(mg/L)

Z = Altura del empaque (cm)
V = Velocidad de flujo superficial (cm/h)
(Bohart & Adams, 1920)

Modelo modificado de dosis-respuesta

G_, 1

e\ L (Ve
1+ ()

Donde:

C: = Concentracion en el efluente (mg/L)

Co = Concentracion inicial (mg/L)

Vett = Volumen de la solucion que pasa a través de
la columna (L)

b y a = Constantes del modelo

(Yan et al., 2001)
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5.5 Evaluacion del proceso de biodegradacion del complejo “pluma-Pb”

Con el objetivo de proporcionar una estrategia de manejo al residuo obtenido en el proceso de
adsorcién (complejo pluma-Pb) se evalu6 la biodegradacion de este residuo utilizando un consorcio

queratinolitico.

5.5.1 Preparacién del complejo “pluma-Pb”
Se prepar6 un sistema de adsorcion con 300 mg/L de Pb?* en una botella de vidrio de 500 mL y se

le adiciond 1 % p/v de pluma oxidada y se mantuvo en agitacion constante a 30 °C por 48 h.
Posterior al tiempo de contacto se cuantifico la concentracion residual de Pb en el equipo de AAS
(condiciones ya mencionadas) y mediante un balance se conocié la carga de Pb en la pluma a ser

biodegradada.

5.5.2 Preparaciéon y monitoreo de los sistemas de degradacién
Con el proposito de monitorear el proceso de biodegradacion del complejo “pluma-Pb”, se

evaluaron tres sistemas, el primero conteniendo el complejo “pluma-Pb”, y los otros dos usados
como controles conteniendo pluma oxidada y pluma sin tratamiento respectivamente. Los sistemas
se prepararon en lote en un volumen de 800 mL adicionados con peptona de caseina 0.5% p/v.
Posteriormente en condiciones estériles, se adiciond a cada sistema 0.7% p/v del complejo “pluma-
plomo” y/o material queratinoso a evaluar y se inocularon con 0.275% v/v de un consorcio
queratinolitico, el cual fue aislado previamente de residuos avicolas y previamente sincronizado
(datos no publicados), ademas de 0.125% v/v de Pseudomonas putida, la cual fue aislada de suelos
contaminados con petrdleo y de la cual se tiene antecedente que presenta actividad queratinolitica
(Cervantes-Gonzalez et al., 2008). Los sistemas se incubaron a 35 °C y se monitorearon por 70 dias,
siendo re-inoculados a los 8, 16, 24 y 35 dias con 0.5 mL del consorcio queratinolitico y con 0.25
mL de P. putida.

Las determinaciones realizadas en cada tiempo de medicion fueron: cuantificacion de proteina
soluble, determinacion de actividades enzimaticas como queratinasa, lipasa y proteasa;
determinacion de productos ninhidrina positivos, determinacion de grupos sulfhidrilos, evaluacion
de plomo liberado en el sistema y medicion de pH. Ademas, se tomaron muestras de los tres
sistemas de degradacion en diferentes tiempos para observar mediante Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB) la degradacidon del material queratinoso evaluado, asi como para realizar un anélisis

por Espectroscopia de Energia Dispersa (EDS) para detectar la presencia de plomo
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Paralelamente, se analizé la diversidad microbiana del consorcio queratinolitico presente en los
sistemas de degradacion de la pluma sin tratamiento y del complejo “pluma-Pb” mediante la

amplificacion parcial del gen 16S rDNA.

5.5.2.1 Determinacién de proteina soluble

Se utiliz6 el método de Bradford (1979), para lo cual se tomd 1 mL del sobrenadante previamente
centrifugado y se coloco en tubos de ensayo, después se agregd 1 mL del reactivo de Bradford
(Sigma-Aldrich), se agitd y se ley6 la absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro UV-VIS
GENESYS 10S. El blanco se realiz6 utilizando 1 mL de agua y los resultados se interpolaron en
una curva de 0-8 pg/mL de albiimina sérica de bovina (ImmucorGamma). Los ensayos de cada

sistema se realizaron por duplicado.

5.5.2.2 Determinacién de actividad queratinolitica

Esta actividad se evalud por la degradacion de lana molida tefiida con azul brillante de remazol por
medio de las enzimas producidas en los sistemas. Las fibras de lana fueron lavadas y tratadas con
sulfito de sodio 0.3M, después se tifieron con azul brillante de remazol al 1%,; el color se fijo con
dicromato de potasio al 3% y acido tartarico al 3%. El exceso de colorante fue removido lavando
primero con agua caliente y luego con etanol. La lana tefiida y seca se molié en un molino Willey

con una malla 40.

En tubos Eppendorf con 20 mg de lana tefiida y 0.5 mL de Buffer de Glicina-NaOH 0.2M pH 9 se
adicion6 1 mL del sobrenadante previamente centrifugado y se incubaron a 37 °C por una hora
agitando cada 10 minutos de manera manual. Después se detuvo la reaccion en un bafio de agua a
temperatura de ebullicion durante 15 minutos y se dejaron reposar las muestras a 4°C por 30
minutos, posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm por 15 minutos y se leyeron a 590 nm en el
equipo de UV-VIS para evaluar la absorbancia de color liberado (El blanco se trabaj6 con 0.5 mL
de agua), realizando cada muestra por duplicado. Una unidad de queratinasa se define como la

cantidad de enzima que produce un aumento de 0.01 de absorbancia (UK/mL) (Rojas et al., 1999).

5.5.2.3 Determinacién de actividad de lipasa
La actividad de lipasa se evalué debido a que aun cuando el mayor porcentaje dentro de la

composicion de la pluma es proteina, se ha reportado que contiene una porcion de grasa (2 — 28 %)

51



que induce la produccion de ésta enzima y se relaciona directamente con la degradacion de la pluma
(Parrado et al., 2014).

Se tomaron 0.75 mL de sobrenadante previamente centrifugado en tubos de vidrio y se agregaron
0.75 mL de buffer TRIS-HCI 0.05M pH 7.2, se agitaron manualmente y se incubaron en bafio maria
a 30 °C por 10 minutos. Posteriormete se agregaron 30 uL de p-nitrofenil butirato 100 mM a cada
muestra, se agitaron nuevamente y se incubaron a 30 °C por 10 minutos. Finalmente, se detuvo la
reaccion en hielo por 10 minutos, se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos a 4 °C y se leyeron a
400 nm en el espectrofotometro UV-VIS (Para el blanco se utilizaron 0.75 mL de agua). El
contenido de lipasa en cada sistema se deteminé interpolando los datos en una curva p-nitrofenol de
0 — 20 pg/mL (Shirai & Jackson, 1982).

5.5.2.4 Determinacién de actividad de proteasa
La cuantificacion de proteasas en los sistemas de degradacion se realizd de acuerdo al método de
Kunitz (1947), el cual se basa en el uso de la caseina como sustrato para determinar la cantidad de

péptidos liberados por accién de enzimas proteoliticas presentes en las muestras.

Para ello, se tomaron 1.5 mL de sobrenadante previamente centrifugado y se preincubaron a 35 °C
por 10 minutos, a la par de 1.5 mL de caseina al 1% en buffer de fosfatos 0.1M pH 7.6 (previamente
esterilizado por 15 minutos a 121 °C) a intervalos de 1 minuto. Posteriormente, se tom6 0.5 mL de
muestra en un tubo de vidrio y se adicién 0.5 mL de caseina 1%, se homogeniz6 cada muestra y se
incubaron por 20 minutos a 35 °C; al terminar el periodo de incubacion se detuvo la reaccion con
1.5 mL de acido tricloroacético al 10 % (TCA por sus siglas en inglés) agitando vigorosamente. Por
Gltimo, se dejaron reposar las muestras por 30 minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron a
12,000 rpm a 4 °C por 5 minutos y se leyeron a 280 nm en el equipo UV-VIS, el cual se ajust6 con
el blanco que contenia 1.5 mL de agua y 1.5 mL de TCA 10% (Las muestras se realizaron por
duplicado). Ademas, se realizé un testigo por muestra adicionando en un tubo de vidrio 0.5 mL de
muestra, 1.5 mL de TCA 10 % y 0.5 mL de caseina 1%, los cuales siguieron el mismo
procedimiento que las muestras a partir del proceso de homogenizacion. El contenido de proteasas

en cada sistema se determing al interpolar los datos en una curva de tripsina de 0.04 — 0.2 mg/mL.

5.5.2.5 Determinacién de productos ninhidrina positivos
El contenido de productos ninhidrina positivos fue cuantificado de acuerdo al método de Harding

(Block & Weiss, 1956), el cual se basa en la reaccién de ninhidrina con grupos amino primarios
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para formar el complejo parpura denominado “purpura de Ruhemann”, por lo tanto, su
determinacion cuantifica los posibles aminoécidos presentes en este caso como resultado de la

degradacion del residuo queratinoso.

Se tomaron 1.5 mL de sobrenadante previamente centrifugado en tubos de vidrio y se colocaron en
un bafio de agua a temperatura de ebullicion por 15 minutos. Después se tomaron 1.2 mL del
sobrenadante, se centrifugaron a 7000 rpm por 15 minutos y del sobrenadante se tomaron 0.95 mL
en tubos de vidrio a los cuales se les agregd 0.05 mL del reactivo de ninhidrina (5 partes de
ninhidrina al 1% en piridina y 1 parte de acido acético glacial). Se colocaron las muestras en un
bafio de agua a temperatura de ebullicion por 20 minutos, se dejaron reposar a 4 °C por 15 minutos
y se leyeron a 570 nm en el equipo UV-VIS (El blanco se proces6 con 1.5 mL de agua). Los

resultados se interpolaron en una curva de leucina con una concentracion de 0 - 90 pg/mL.

5.5.2.6 Determinacién de grupos sulfhidrilos

La determinacion de grupos sulfhidrilo en el medio de cultivo apoya el papel de la sulfitdlisis
durante la queratindlisis (Onifade et al., 1998) por lo que la liberacién de grupos sulhidrilos se
relaciona con la degradacién de la pluma. Se cuantificé utilizando método de Ellman (Eliman,
1959), el cual se basa en la reaccion del 5,5’-dinitro-bis-(2-4cido nitrobenzdico), conocido como
DNTB por sus siglas en ingles. El objetivo del DTNB en esta reaccién es la formacion de la base
conjugada (R-S-) de un grupo sulfhidrilo libre ya que éstos producen un disulfuro mixto y acido 2-
nitro-5-tiobenzoico (TNB).

Se tomaron 50 pul de sobrenandante previamente centrifugado y en tubos de vidrio se les adiciono 1
mL del reactivo de Ellman (0.25M de TRIS-HCI pH 8.2, 10mM de DNTB), se incubaron por 15
minutos a temperatura ambiente y se leyeron a 412 nm en el equipo UV-VIS (Ajustando con agua)
realizando una dilucién 1:10. El contenido de grupos -SH se calculé usando el coeficiente de
absorcioén molar de 13.600 M+cm- tras sustraccion de la absorbancia del blanco de la absorbancia de

la muestra (Babusikovaa et al., 2013).

5.5.2.7 Evaluacién de Pb?* liberado
El objetivo de evaluar la liberacion de plomo en el medio es seguir el proceso de degradacion de la
pluma por la ruptura del complejo pluma-plomo. Para la determinacion se realizé una dilucion 1:10

colocando 0.5 mL de cada muestra en 4.5 mL de agua (previamente ajustada a pH 3.3) y se leyeron
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en el equipo de AAS (condiciones ya mencionadas). Los datos se interpolaron en una curva tipo de
Pb de 0-20 mg/L.

5.5.2.8 Andlisis por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Espectroscopia de Energia Dispersa
(EDS)

Con el fin de obtener iméagenes donde se evidencie la modificacion estructural de la pluma de pollo

debido a la accidén del consorcio, se prepararon muestras del sistema de degradacion del complejo

“pluma-Pb” al dia 0, 15, 45y 70.

Para esto, se tomd la muestra de cada sistema a los tiempos mencionados y ésta se lavé con medio
LB dos veces mediante inversion por 1 minutos y en seguida se dejaron reposar por 10 minutos.
Después se decanté la solucién de lavado y se agregaron 500 pL de glutaraldehido al 25% a cada
muestra, las cuales se agitaron lentamente por inversion a temperatura ambiente por 1.5 h y
posterior a éste tiempo, se incubaron en hielo por el mismo intervalo de tiempo. A continuacion, se
lavaron las muestras con medio LB tres veces por 1 min cada una y se agregaron 500 pL de OsOs,
las muestras se incubaron en la oscuridad y se agitaron de manera intermitente por 1.5 h.
Posteriormente, se lavaron las muestras de nueva cuenta con medio LB tres veces por 1 min cada
una y con el dltimo lavado, se refrigeraron a 4 °C por 12 h. Después de éste tiempo se procedi6 a
realizar un deshidratado paulatino de las muestras con el fin de que los microorganismos adheridos
al sustrato se observen de mejor manera, para lo cual se realiz6 un primer lavado con etanol al 60%
y se agitaron las muestras lentamente por 15 minutos, se decantd la muestra y se realiz6 el mismo
procedimiento con las siguientes concentraciones: etanol al 70%, 80%, 90% y tres lavados con
etanol absoluto agitando 20 min en cada ocasion. Finalmente las muestras se dejaron secando para
ser trasladadas al Centro de nanociencias y Micro y Nanotecnologias del Instituto Politécnico
Nacional, donde se realiz6 la adicion a cada muestra de oro coloidal para poder observarse en el

Microscopio Electronico de Barrido.

5.5.2.9 Andlisis de la diversidad microbiana del consorcio queratinolitico durante el proceso de

degradacién

5.5.2.9.1 Extraccion de acidos nucleicos totales de los sistemas de degradacidn
La extraccion del DNA total de cada uno de los sistemas de degradacion evaluados se llevé a cabo
mediante el kit de extraccion Power Soil (MO BIO) siguiendo la metodologia establecida por el

fabricante y al final del procedimiento, se obtuvieron alrededor de 50 pL de cada muestra.
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5.5.29.2 Cuantificacién de 4cidos nucleicos totales extraidos
El DNA total extraido de cada sistema se cuantificdé mediante el uso del equipo NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo-Scientific) y se determind la pureza del DNA con base en la razon

obtenida de las lecturas a las longitudes de onda de 260 y 280 nm.

5.5.2.9.3 Caracterizacién de los acidos nucleicos totales extraidos por fraccionamiento en gel
de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 0.5% disolviendo 0.1 g de agarosa en 20 mL de TBE 0.5X (5.4 g

Tris base, 2.75 g de &cido borico. 0.37 g EDTA) mediante calentamiento, la gelificacion se realizd

en un molde de geles adicionado de 0.8 pL de Midori Green (1 mg/mL). Posteriormente se realizé

la electroforesis utilizando TBE 0.5 % y se deposit6 en cada pozo un volumen de 6 pL (2 pL de

muestra + 4 pL de buffer de carga). El corrimiento se llev6 a cabo a 100 volts por 50 minutos y al

final del tiempo establecido, se observé el gel en un fotodocumetador BIO-RAD XR+.

55.294 Construccion de librerias del 16S rDNA

Una vez que se comprobd la obtencidn y la calidad del DNA de cada una de las muestras, se llevo a
cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con el fin de obtener un
amplicon de cada muestra de 263 pb, el cual incluye la region polimoérfica V3 del gen 16S rDNA

para llevar a cabo un analisis taxondmico de la microbiota en cada sistema.

Se utilizaron el primer sentido V3-341F, el cual contiene una etiqueta particular de 12 pb (Fierer et
al., 2008) y un adaptador para el Secuenciamiento masivo mediante la tecnologia lon Torrent PGM
(Life Technologies), y el primer antisentido V3-518R que contiene el adaptador P1 (Whitney et al.,
2012). Posteriormente la amplificacion se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp 2720
(Applied Biosystem) utilizando el siguiente programa: 5 minutos a 95 °C, seguido de 25 ciclos de
15s5a94°C,15sa62°Cy15sa 72 °C;y finalmente 10 mina 72 °C.

Para comprobar que la reaccion se llevé a cabo, se prepard un gel de agarosa al 2 % en 20 mL de
TBE 0.5 X mediante calentamiento, la gelificacion se realiz6 en un gel adicionado de 0.8 pL de
Midori Green (1 mg/mL). Posteriormente se realizé la electroforesis utilizando TBE 0.5 %,
depositando en cada pozo un volumen de 6 pL (5 pL de muestra + 1 pL de buffer de carga,
incluyendo entre las muestras un control [+] y un control [-]) y se utiliz6 1.5 pL del marcador de
peso molecular de 100 pb. El corrimiento del gel se llevé a cabo a 100 volts por 50 minutos y al

término de éste tiempo, se observo en un fotodocumetador BIO-RAD XR+.
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5.5.2.9.5 Secuenciamiento mediante lon Torrent

Con las muestras obtenidas en la amplificacion, se llevo a cabo la preparacion para el anélisis por la
tecnologia lon Torrent PGM. Para esto, se utilizaron 10 pg de cada muestra y se fraccionaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %, de los cuales se cortaron y pasaron por un
proceso de purificacion mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Después se cuantificd la concentracion de DNA de cada
biblioteca utilizando el NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo-Scientific) y se calculd la
concentracion y el tamafio de cada amplicon obtenido mediante un Agilent 2100 Bionalyzer para
llevar a cabo la dilucion de cada uno y obtener una concentracion de 26 pM. Con esto, se llevd a
cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el lon One Touch ™ 200 Kit Plantilla
DL v2 (Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Posteriormente se realiz6 el enriquecimiento de amplicones con esferas de iones utilizando el lon
OneTouch ES y en seguida se llevo a cabo el proceso de secuenciacion utilizando el chip ion 316 v2
Kit y el sistema PGM lon Torrent. Al finalizar la secuenciacion, las lecturas obtenidas fueron
filtradas por el software PGM para eliminar segmentos de baja calidad y posibles secuencias
policlonales. Durante este proceso, las secuencias que coinciden con el adaptaror 3’ se recortaron y

se filtraron de forma automatica por el programa.

Para llevar a cabo el analisis bioinformatico, inicialmente se utiliz6 el software de lon Torrent PGM
(Torrent Suite v4. 0.2) para decodificar las secuencias obtenidas de acuerdo al barcode asighado a
cada muestra y para eliminar las lecturas de baja calidad. Con esto, se obtuvieron fragmentos entre
150 y 200 pb de cada una de las muestras, las cuales se separaron para tener un mejor control de la
informacion. Posteriormente se agruparon los datos de acuerdo a las comparaciones a realizar y los
datos filtrados fueron exportados como archivos FASTQ. Después mediante el software QIIME
software v1. 8.0 (Caporaso et al., 2010) se analizaron las secuencias decodificadas, para lo cual fue
necesario convertir los archivos de formato FASTQ a formato FASTA. Posteriormente, se
determinaron las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) de acuerdo a un nivel de similitud
del 97 % utilizando el algoritmo UCLUST (Edgar, 2010), con los cuales se generd el andlisis

taxondémico comparando tanto con las bases de datos y/o generando el anlisis de novo.

56



6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion parcial

6.1.1  Grupos funcionales y sitios activos
Como parte de la caracterizacion parcial de los materiales, se realizé el analisis FTIR y se

obtuvieron los espectros de cada material (Figura 10), en los cuales se resaltan las sefiales mas
importantes observadas y su correspondencia con los enlaces propios de cada region. La mayoria de
las sefiales observadas corresponden a los grupos amida, amina y carbonilos, lo cual es congruente
con el alto contenido de proteina que contiene la pluma. Ademaés, estos grupos funcionales
presentes en la queratina la hacen quimicamente reactiva bajo ciertas condiciones de reaccion
(Khosa & Ullah, 2013).

Transmitancia, u.a.

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Nuimero de onda (cm)
Pluma sin tratamiento ~ ---—- Pluma oxidada 5% - Pluma coloidizada

Figura 10. Espectros FTIR de la pluma de pollo sin modificacién, pluma oxidada al 5% y pluma
coloidizada.

Con el fin de relacionar de mejor manera las sefiales obtenidas respecto a la estructura de la pluma,
en la tabla 12 se presentan las sefiales mas importantes observadas en los espectros de cada material
asi como los enlaces a los que corresponden; ademas, se recopild la interpretacion reportada por
diversos autores que han analizado los grupos funcionales de la pluma de pollo tanto antes como

después de un proceso de modificacion quimica o producto de un proceso de degradacion.
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Tabla 12. Grupos funcionales reportados en la pluma de pollo.

. Numero de onda N
Grupo funcional B Descripcion
(cm)
Vibracién de la amidas (A y B) e hidroxilo (lateral de la
-NH, -OH 3200-3300 cadena) (Senoz & Wool, 2010)
Vibraciones que indican la exposicion de éstos grupos a los
CH3, -CH2 2970 - 2850 lados de las cadenas (Stuart, 2005).
_ Vibracion mayormente del grupo carbonilo en amida | (Khosa
R-C(=0)-NH, 1600 - 1690 & Ullah, 2014).
_ Vibraciones del grupo amino y el enlace C-N en amida Il
R-C(=0)-NH-R 1500-1530 (Senoz & Wool, 2010).
-CH2, -CH3 1380 - 1450 Vibraciones de radicales
Vibracion de amida Ill por enlaces C-N, N-H, C-Cy C=0
R-C(=0)-N(-R’)-R” 1240-12
C(=0)-N(-R) 0 30 (Martinez-Hernandez & Velasco-Santos, 2012).
520, -C-C- 1040-1070 Vibraciéon de puentes salinos (Berlia et al., 1999; Ayutthaya et
al., 2015).
C-S 880-940 Vibracion del enlace (Khosa & Ullah, 2014; Paul et al., 2014 ).
Ss 400-600 Vibracion del enlace dlsulfu;c())iz;Jmar et al., 2008; Paul et al.,

Como puede observarse, los materiales modificados (pluma oxidada y pluma coloidizada)
presentaron sefiales similares a las obtenidas en la pluma sin tratamiento, lo cual va de acuerdo a los
resultados esperados ya que se buscaba que los tratamientos seleccionados generaran la exposicion
y/o modificaciones menores en grupos funcionales especificos para conservar tanto la estructura del
material asi como su capacidad de biodegradarse. Al comparar las sefiales obtenidas se observo que
las sefiales caracteristicas del material original se conservaron y la mayoria de ellas s6lo varian en
intensidad, lo cual posiblemente sea debido a la exposicion de ciertos grupos superficiales sobre
otros, producto de los tratamientos empleados. Ademas, es importante sefialar que los materiales
modificados conservaron la sefial perteneciente a los puentes disulfuro presentes en la region de
400-600 cm?, los cuales son los responsables de darle estabilidad a la queratina, proteina

predominante en la pluma.

En el caso de la pluma coloidizada se observé que las sefiales caracteristicas de la pluma se
conservaron, por lo que se sugiere que el tratamiento de coloidizacion no tuvo efecto sobre la
estructura de la pluma debido posiblemente a la alta estabilidad que presenta la queratina por su alto
grado de cruzamiento de enlaces de los puentes disulfuro, puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofobas. No obstante, es imporante sefialar que en la regién de 1040 y 1070 cm™ se observé una
disminucién de la sefial en este intervalo correspondiente a la vibracion del enlace C-C en la

estructura, lo cual posiblemente sea resultado de un proceso de hinchamiento de la estructura
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inducido por el HsPO4 sin llegar a la generacion de un proceso de hidrolisis (Jeong et al., 2010;
Ramirez et al., 2004).

En cuanto a la pluma oxidada, se observé de igual manera que ésta conservé sefiales propias del
material original; sin embargo, se observo una modificacion respecto a las sefiales obtenidas en la
pluma sin tratamiento, la cual se ubica en la regién de 1030 — 1070 cm™ (marcada en la Figura 6)
correspondiente a la vibracion del grupo tiosulfato, la cual se relaciona con la presencia de puentes
salinos dentro de la estructura de la pluma. Al ser la Gnica modificacion observada, se sugiere que la
mayor transformacion en el proceso de modificacion fue la oxidacion de los puentes disulfuro
presentes en la estructura de la queratina para su conversion en grupos sulfénicos acidos (Holkar et
al., 2016; Sinkiewicz et al., 2016) (Figura 11), lo cual coincide con lo reportado por de Guzman et
al (2011) quienes mencionan que en un proceso de modificacion quimica de la queratina, se lleva a
cabo la ruptura y conversién de los enlaces disulfuro presentes en la estructura, lo cual deriva en la
obtencion de compuestos conocidos como queratosas, materiales que cuentan con propiedades tanto

fisicas como bioquimicas diferentes a la queratina original.
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Figura 11. Mecanismo de oxidacion de los puentes disulfuro en las queratinas (Tomado de Holkar et
al., 2016).
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Lo anterior sugiere gque el proceso de oxidacién produjo una modificacién superficial de la pluma,
mientras que el tratamiento de coloidizacion no tuvo efecto sobre la superficie del material.
Ademas, es importante resaltar que se sugiere que no existié una degradacion quimica agresiva de
los materiales debido a que no se observd disminucion de alguna de las sefiales en las regiones
caracteristicas de las amidas, las cuales son los grupos funcionales caracteristicos de las queratinas
(Martinez-Hernandez & Velasco-Santos, 2012).

En cuanto a la cuantificacién de los sitios activos se observé que aun cuando se conservo la
estrutura de la pluma posterior a los tratamientos de oxidacion y coloidizacion, la cantidad de sitios
activos de ambos materiales resultaron diferentes respecto a los obtenidos en la pluma sin
tratamiento. La concentracion de cada tipo de sitios se presenta en la tabla 13, donde de manera
general se puede observar que la concentracion de sitios acidos totales es mayor que la de los
grupos basicos totales, lo cual coincide con lo reportado por Aguayo-Villarreal et al (2011), quienes
analizaron el proceso de adsorcion de diverosos iones metalicos mediante pluma de pollo. Ademas,
se observd la variacion en la proporcion de los distintos sitios activos determinados de los
materiales modificados respecto a la pluma sin tratamiento, lo cual posiblemente sea producto de
los tratamientos empleados.

Tabla 13. Concentracién de sitios activos superficiales de la pluma sin fratamiento, pluma oxidada y
pluma coloidizada

Grupos acidos Grupos fendlicos | Grupos lacténicos Grupgs Grupos basicos
Adsorbente totales (mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) carboxilicos totales (mmol/g)
g g g (mmol/g) g
Pluma sin 1.183 0.2047 0.804 0.176 0.432
tratamiento
Pluma 1.0028 0.401 0.177 0.424 0.652
oxidada
Pluma 0.893 0.406 0.232 0.255 0.712
coloidizada

Al analizar los resultados obtenidos en la pluma oxidada, se observo que si bien la cantidad de
grupos acidos totales disminuyé ligeramente, es en la proporcion en los sitios fendlicos, lactonicos y
carboxilicos donde se observo la mayor variacion. Lo anterior posiblemente sea debido a que en el
proceso de oxidacion realizado en la pluma utilizando H2O,, los iones OH" reaccionaron con los
sitios lactonicos presentes en la superficie del material y éstos se convirtieron en sitios carboxilicos

y fendlicos (Figura 12).
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Figura 12. Deformacion de grupos lacténicos por radicales hidroxilo (OH); formacién de (a) grupos
fendlicos y (b) grupos carboxilicos (Park & Seo, 2011)

En cuanto a los grupos basicos de la pluma oxidada se observé de igual manera que éstos
aumentaron respecto a la concentracion obtenida en la pluma sin tratamiento, lo cual posiblemente
sea debido a la interaccion del perdxido de hidrégeno con grupos gue contiene nitrégeno como las
aminas presentes en las plumas o por la formacion de bases de Lewis libres de oxigeno sobre la
superficie, lo cual coincide con lo reportado por Pereira et al (2003) quienes describieron el efecto

del H,0; sobre la superficie y grupos presentes en el carbédn activado.

Al comparar la proporcion de los sitios carboxilicos en los tres materiales, se observo que la pluma
oxidada es el material que contiene la mayor cantidad, la cual es el 42.31% respecto a los sitios
acidos totales. Lo anterior es importante debido a que en diversos estudios se ha reportado la
participacion de estos grupos en el proceso de adsorcion de diversos contaminantes; tal es el caso de
lo reportado por Khosa & Ullah (2014) quienes mencionan que los resultados positivos que
obtuvieron al estudiar la remocién de As mediante materiales basados en queratina posiblemente
fueron debido a la esterificacion de los grupos carboxilicos presentes en el material. Ademas, Kar &
Misra (2004) de igual manera reportaron la participacién de grupos carboxilicos sobre el proceso de
adsorcion de metales, reportando que estos grupos al estar en un sistema entre pH 2 y 6 se cargan

positivamente y los iones metalicos son capaces de competir por los sitios carboxilicos disponibles.

Respecto a la totalidad de los grupos funcionales, Aguayo-Villarreal et al (2011) quienes estudiaron
el proceso de adsorcion del azul de metileno mediante el uso de plumas de pollo, mencionan que las
plumas son predominantemente &cidas y que cuando se sumergen en agua, los grupos funcionales
presentes se cargan negativamente y pueden interaccionar con las cargas positivas del azul de
metileno. Relacionado a esto, Cervantes-Gonzélez et al (2017) proponen un mecanismo mediante el

cual los grupos carbonilo, carboxilo, y amino (el cual es un grupo bésico) presentes en la pluma
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interaccionan con la molécula del rojo congo mediante interacciones idnicas y puentes de hidrégeno
(Figura 13).

Figura 13. Interaccién propuesta del Rojo Congo con las plumas sin fratamiento a pH 7 (Tomado de
Cervantes-Gonzdlez et al., 2017).

Respecto a lo reportado por Reynel-Avila et al (2015) la concentracion de sitios acidos y basicos de
la pluma es de 0.52 y 0.42 mmol/g respectivamente, valores que difieren de lo obtenido en el
presente estudio posiblemente debido a factores como la preparacién de la pluma, tipo de pluma

empleada respecto a la rigidez de la misma o tiempo de contacto del material con las soluciones.

6.1.2 Determinacién del punto de carga cero
Con el fin de describir el comportamiento de la carga superficial de cada uno de los materiales a

evaluar, se presentan en la figura 14 los resultados obtenidos en la determinacién del punto de carga

cero (pHezc por sus siglas en inglés).
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Figura 14. Punto de carga cero y comportamiento de la carga superficial de la pluma sin
tratamiento, pluma oxidada y pluma coloidizada.

El punto de carga cero describe el valor de pH al cual la densidad de la carga eléctrica en la
superficie del adsorbente es igual a cero; éste pardmetro es relevante en términos de explicar la
eficiencia del proceso de adsorcidn respecto a atracciones iénicas (Jung et al., 2013). Cuando un
material se encuentra en contacto con un medio donde el pH < pHpzc, se describe que la superficie
del material se encuentra cargada de manera positiva debido a la protonacion de grupos funcionales
como hidroxilos, carboxilos y aminas, mientras que cuando el material se encuentra en un medio
donde el pH > pHecz, la superficie del material adquiere una carga positiva debido a la

desprotonacion de los grupos funcionales en la superficie (Jorgetto et al., 2014).

Al analizar los resultados se observé que los tres materiales presentan un comportamiento similar en
cuanto a la distribucion de las cargas superficiales, obteniendo que tanto la pluma sin tratamiento
como coloidizada obtuvieron un pHezc de 6.8 mientras que la pluma oxidada obtuvo un pHezc de
6.7, lo cual describe que la superficie de cada uno de los materiales presenta un caracter ligeramente
acido y/o neutro. Los valores de pHpzc obtenidos son similares a lo reportado por Reynel-Avila et al
(2015), quienes determinaron que el punto de carga cero de la pluma de pollo sin tratamiento es de
6.25.

En cuanto a la pluma oxidada y la pluma coloidizada, se sugiere que el haber obtenido valores de
pHecz similares a la pluma sin tratamiento se relaciona con lo mencionado anteriormente sobre la

minima o nula modificacion de la estructura superficial de la pluma. Sin embargo, existen
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tratamientos que modifican el pHecz, tal como lo reportado por algunos estudios donde se compara
el pHpcz de adsorbentes naturales como la planta Azolla filiuloides (Arshadi et al., 2017) y
sintéticos como carbon-TiO, (Jafari et al.,, 2016) antes y después de realizar procesos de
modificacion. En ambos estudios, se reportaron diferencias en el material evaluado antes y después
del proceso de modificacion desde la identificacion de grupos funcionales mediate FTIR, lo cual se
vio reflejado al obtener valores de pHrcz diferentes antes y después de modificar los materiales

De acuerdo a los grupos funcionales detectados y los valores de pHpcz obtenidos de los tres
materiales, se sugiere que el proceso de adsorcion pueda llevarse mediante cambios electrostéticos o
por interacciones ionicas, dependiendo del pH de la solucion en los sistemas. Al respecto, Ghosh &
Collie (2014) mencionan que la queratina contiene una gran cantidad de grupos ionizables, lo cual
influye sobre las propiedades tanto de su estructura como de su superficie, estimando que esto
puede tener un efecto importante sobre las caracteristicas de adsorcidn-desorcion de los materiales
basados en queratina (Figura 15).

+

H HO™
NHy—Kerath —C0O OH s——— N H;——Keratn —C0O0 =——= NH,——Keratin—CO0O
Cationic Zwitterionic or neutral Anionic
pH < isoelectric point pH = isoelectric paint pH = isoelectric point

Figura 15. Comportamiento anfotérico de las moléculas de queratina, mecanismo clave en la
adsorcién y desorcion de iones metdlicos (Ghosh & Collie, 2014).

De acuerdo a la caracterizacion parcial realizada de la pluma de pollo sin tratamiento, pluma
oxidada y pluma coloidizada, se sugiere que los tres materiales obtengan resultados favorables al
evaluar su capacidad para la adsorcién de plomo debido a los sitios activos que presentan en su
estructura asi como la capacidad anfotérica dada por su composicion reflejada principalmente por
los grupos carboxilo y amina (Garcia-Sabido et al., 2016); factores que los hacen materiales

versatiles en cuanto a su capacidad para remover diversos tipos de contaminantes.
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6.2 Evaluacion del proceso de adsorcidon

6.2.1 Efecto de pH, temperatura y agitacidn sobre la capacidad de adsorcién de Pb?* de los
materiales
Los resultados obtenidos del disefio experimental para cada uno de los materiales se muestran en la

Tabla 14, donde puede observarse que de una concentracion inicial de 90 mg/L se absorbieron entre
2 y 89 mg/L, lo cual indica que las variables consideradas en el modelo tuvieron un efecto

importante sobre el proceso de adsorcion de Pb?*.

Tabla 14. Resultados del disefio experimental de Box-Behnken para evaluar la adsorciéon de Pb2*
mediante pluma sin tratamiento, pluma oxidada y pluma coloidizada. Concentracién inicial 90

mg/L.
Pluma sin tratamiento Pluma oxidada Pluma coloidizada
Experimento | T(°C)| pH | Agitacion (rpm) | mg/L Pb2* adsorbidas | mg/L Pb2?* adsorbidas | mg/L Pb2?* adsorbidas
1 30 2 60 2.50 0.75 2.82
2 30 4 60 62.48
3 50 2 60 0.95
4 50 4 60 62.20
5 30 3 0
6 30 3 120
7 50 3 0
8 50 3 120
9 40 2 0
10 40 2 120
11 40 4 0
12 40 4 120
13 40 3 60
14 40 3 60
15 40 3 60

*Se denotan en color azul los experimentos con mejores resultados respecto a la remocion

De manera general se observo que los sistemas en los que se utilizd pluma oxidada se removio una
mayor cantidad de Pb?* (entre 85y 90 mg/L) en comparacion a los sistemas que contenian pluma

sin tratamiento y pluma coloidizada, los cuales removieron entre 60 y 66 mg/L.

En cuanto al disefio experimental de la pluma oxidada se observo que las condiciones de pH de los
sistemas que obtuvieron la mayor remocién de Pb?* (experimentos 5, 6, 7, 8, 13, 14 y 15) fueron en

el intervalo de 3 a 4, lo cual sugiera que es una condicion favorable para el proceso de adsorcion,
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mientras que los experimentos que se sometieron a pH 2 (experimentos 1, 3, 9 y 10) obtuvieron un
porcentaje de remocién muy bajo (alrededor del 0.15%). Ademas, cabe sefialar que el efecto

descrito anteriormente se presentdé de manera similar para los disefios experimentales tanto de la
pluma sin tratamiento como de la pluma coloidizada.

Para observar de mejor manera la interaccion entre las variables analizadas, se presentan en las

figuras 16, 17 y 21 las superficies de respuesta correspondientes al disefio experimental de cada uno
de los tres materiales analizados.
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En las figuras 16 y 17 donde se relaciona la interaccion del pH con la temperatura y la agitacion
respectivamente, se observa que se tienen un efecto similar sobre el proceso de adsorcién utilizando
los tres materiales, obteniendo que para el proceso de adsorcion de Pb?* utilizando pluma oxidada el

pH 6ptimo es 3.3 (Figura 16B y 16B) mientras que en el caso de la pluma sin tratamiento y
coloidizada es de 3.4 (Figura 16A, 16A 'y 17C y 17C, respectivamente).
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Es importante resaltar que las condiciones de pH son adecuadas para obtener el plomo en su forma
Pb?* ya que a valores de pH mas cercano a la neutralidad o en valores alcalinos, se puede presentar
formacion de otras especies producto de la interaccion con iones OH" presentes en el sistema, como
Pb(OH) o Pb(OH), los cuales pueden disminuir la adsorcion y favorecer la precipitacion de los
iones metalicos respectivamente (Berber-Mendoza et al., 2006) (Figura 18).
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Figura 18. Diagrama de especiacion de Pb2* en soluciones de agua a T = 25 °C (Tomada de Berber-
Mendoza et al., 2006).

Al analizar el efecto del pH respecto a las variables de temperatura y velocidad de agitacién, se
observo que al decrecer el pH de los sistemas la remocion de plomo en los tres materiales
disminuyd, lo cual sugiere que la desprotonacion de los grupos funcionales que intervienen en el
proceso de adsorcion contribuye de manera importante el mecanismo de unién entre los iones
metélicos y la pluma (Reynel-Avila et al., 2015). Cuando el pH < 4, una alta cantidad de H*
compiten con los iones Pb?* por la ocupacion de sitios activos en la superficie, lo cual puede derivar
en un proceso de repulsion electrostéatica (Aguayo-Villarreal et al., 2011). Ademas, es importante
sefialar que a valores de pH > 3.5 aproximadamente, de igual manera se observo una disminucion
en la remocién de Pb?, lo cual se sugiere es debido a la precipitacion de los iones metélicos debido
a la asociacién con iones OH" presentes en el sistema, lo cual hace que el proceso de adsorcién sea

incierto.

Es importante sefialar que aun cuando los valores de pH evaluados estan por debajo del pHpzc, €l
proceso de adsorcién se llevo a cabo en los tres materiales, por lo que de manera preliminar se
sugiere que un mecanismo de atraccion electrostatica entre la pluma y los iones Pb?* se puede
excluir facilmente, por lo que el proceso de adsorcion se puede asociar a otros mecanismos, como

intercambio i6nico, quelacion, interacciones electrostaticas, complejacion, etc. (Chen et al., 2010;
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Reynel-Avila et al., 2011). Los métodos anteriormente mencionados han sido reportados por
diversos autores que han analizado el proceso de remocién tanto de Pb?* con otros adsorbentes
naturales que presentan sitios activos similares a los detectados en la pluma (Figura 19 y 20) asi
como por otros que han analizado el proceso de adsorcion de diversos contamimantes ademas el
Pb?".
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Figura 19. Mecanismos propuesto para la Figura 20. Mecanismos de adsorcion
remocion de Pb?* utilizando hojas de propuestos: (a) intercambio iénico; (b)
Cinnamomum camphora (fomado de Chen et complejaciéon (Tomado de (Liang et al., 2009).
al., 2010).

Como puede observarse se reporta la participacion de grupos amino, hidroxilo y sulfuro durante el
proceso de adsorcion, los cuales fueron identificados previamente en la caracterizacion de los
materiales. De acuerdo a Reynel-Avila et al (2015), la preferencia de las plumas por los iones Pb?*
puede deberse a la electronegatividad del metal y debido a su bajo radio i6nico, comparado con
otros iones metalicos. Ademas, es importante resaltar que al haber obtenido la pluma oxidada los
mejores resultados en comparacion con la pluma sin tratamiento y la pluma coloidizada, se sugiere
que la presencia de los grupos S=O detectados en la caracterizacion del material juegan un papel
importante debido al ser el Unico grupo funcional diferente respecto a los otros dos materiales, en

los cuales puede suceder alguno de los métodos de asociacion previamente mencionados.

En cuanto a la temperatura (Figura 21 y 16) se observa que tiene un ligero efecto positivo en el
proceso de adsorcion utilizando pluma coloidizada tanto al relacionarse con las variables de pH y

velocidad de agitacion, donde en ambos casos la adsorcion de Pb?* se favorece al aumentar la
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temperatura y trabajar en la velocidad de agitacion mas elevada (Figura 17C) y en un pH de 3.4
(Figura 5C). Sin embargo, este efecto no se detectd en los sistemas donde se utilizé pluma oxidada

y coloidizada, posiblemente debido al intervalo de temperaturas utilizado o por no alcanzar las
condiciones de equilibrio, aunado al utilizar una concentracion baja de adsorbato.
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Figura 21. Superficies de respuesta del
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Respecto a la agitacion, se observa que ésta variable no presenta un efecto sobre el proceso de

adsorciéon en los tres materiales, posiblemente debido a la que en los sistemas la pluma se

encontraba completamente sumergida, por lo que se encontraba en condiciones apropiadas de
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contacto. Se preve que al utilizar sistemas de mayor volumen y cantidad de adsorbente la agitacion

sea necesaria para favorecer el contacto.

Con los resultados anteriores, se determina que la pluma oxidada presenta los mejores resultados de
en cuanto al proceso de adsorcion de Pb?* y que las condiciones dptimas para llevar a cabo el
proceso son pH 3.3 de acuerdo a lo observado en las superficies de respuesta, temperatura de 30 °C
y nula agitacién, las cuales se seleccionaron debido al ahorro energético que representa trabajar en

éstas condiciones en caso de llevar a cabo el proceso en una escala mayor.

6.2.2 Evaluacién de isotermas de adsorcién
Con las condiciones obtenidas a partir del disefio experimental, se procedié a evaluar las isotermas

previamente mencionadas que describan el perfil termodinamico del proceso de adsorcion de Ph?*

utilizando pluma de pollo oxidada.

Al analizar los datos obtenidos, se observa que la temperatura no tiene un efecto sobre la adsorcion
de plomo aun cuando se evalu6 su efecto en un intervalo de temperatura y de concentracion mayor
al analizado en el disefio experimental, obteniendo cargas entre 17 y 19 mg/g, por lo que se sugiere
que el efecto de la temperatura tendria un efecto en cuanto a la velocidad del proceso. Con estos
resultados, se llevo a cabo el ajuste a los modelos matematicos de Langmuir, Freundlich, Temkin y

Dubinin-Radushkevich, los cuales pueden observarse en la figura 22.

De manera general, se puede observar que al inicio del proceso, la remocion de plomo aumenta de
manera lineal en las primeras concentraciones evaluadas, lo cual puede indicar que los sitios activos
de la pluma son suficientes para que el proceso de adsorcion se lleve a cabo y que éste depende de
la transferencia de los iones Pb?" de la solucién hacia la superficie del adsorbente; mientras, se
observa que a concentraciones iniciales mas elevadas, los sitios activos en la superficie estan

saturados, por lo que el proceso de adsorcidn alcanza el equilibrio (Chen et al., 2015).
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Figura 22. Modelos de adsorcién de Langmuir, Freundlich, Temkin y Dubinin-Radushkevich para la
interaccién de Pb2* en pluma de pollo oxidada en A) 5°C, B) 11.5°C, C) 15°C, D) 30°C,E) 45°C y F)

60 °C.
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Las constantes de cada modelo matematico se muestran en las tablas 15 y 16. De acuerdo al
coeficiente de correlacion (r?) obtenido para cada temperatura en cada uno de los modelos
evaluados, se observa que el modelo de Langmuir obtuvo los valores de correlacion méas elevados
en las seis temperaturas analizadas. Lo anterior sugiere que los iones Pb?* sdlo pueden interaccionar
con la superficie de la pluma por sitios activos similares en cuanto a la_ homogeneidad de su energia
de adsorcion, sugiriendo que la remocion ocurre sobre una monocapa donde no hay interaccion

entre las moléculas adsorbidas (Dada et al., 2012; Gao et al., 2014).

Lo anterior mencionado coincide con otros estudios reportados donde se ha analizado la adsorcion
de iones metalicos mediante plumas sin modificacion (Reynel-Avila et al., 2011), plumas
modificadas (Gao et al., 2014) y residuos queratinosos modificados y sin modificar (Kong et al.,
2014) por lo que se sugiere que el tipo de interaccién adsorbente-adsorbato descrita por el modelo
de Langmuir es propia del material.

Tabla 15. Constantes de Langmuir y Freundlich a diferentes temperaturas para el proceso de
adsorcion de Pb2* utilizando pluma de pollo oxidada

g Langmuir Freundlich
T~
8_ é-i Ky Qumax. Kr n
g Ru r2 r2
= (L/mol) (mg/g) (mgh¥/nLt/ng 1) (s/L)
5 52656.36 18.67 0.9778 - 0.0306 0.9911 5.932 4.069 0.9779
115 93673.46 18.34 0.9995 - 0.0140 0.9856 7.2475 4.9981 0.9549
15 122129.07 18.44 0.8879 - 0.0107 0.9918 6.9061 4.6926 0.9651
30 96078.02 18.2 0.9953 - 0.0107 0.981 12.9274 14.8908 0.9794
45 71963.46 18.91 0.7422 - 0.0165 0.9846 6.9084 4.7012 0.9258
60 51677.34 18.77 0.9975-0.0231 0.9973 7.9447 5.336 0.9583

Respecto a las constantes que describe el modelo de Langmuir, se observa que el valor de Qmsx se
mantiene en un intervalo entre 18.2 y 18.91 mg/g, lo que sugiere que la temperatura no tiene un
efecto importante en cuanto a la capacidad de adsorcion de la pluma oxidada, posiblemente por el
comportamiento energético del sistema, el cual se analizar4& de mejor manera al obtener los
parametros termodindmicos. En cuanto a lo anterior también se relaciona el comportamiento de los
valores obtenidos en la constante K. (que se relaciona con el caracter energético de los sitios
activos) donde se observa que dentro del intervalo de temperaturas analizado presentan un
comportamiento similar antes y después de 15 °C, donde al acercarse a los extremos del intervalo

los valores descienden.
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Respecto al modelo de Freundlich, se observé que los valores obtenidos por n son superiores a 1, lo
que indica una adsorcion favorable (Freitas et al., 2016) al igual que los parametros de Temkin ary
br que describe la méxima energia de enlace y el calor de adsorcion respectivamente (Oguzie et al.,
2007). Al analizar la razon 1/n obtenidas en el modelo de Freundlich para cada una de las isotermas
se obtiene un valor menor a 1, lo cual confirma que la isoterma de Langmuir es aplicable al proceso

de adsorcion (Mallampati et al., 2015).

Otra constante utilizada para describir si el proceso es favorable o no es el que se obtiene por el
método de Weber & Chakraborty (1974) relacionado con la constante adimensional R, donde de
acuerdo a los parametros establecidos se tiene un proceso favorable de adsocidon al obtener valores
entre 0y 1 en todas las temperaturas analizadas, observando que al aumentar la concentracion éstos

valores tienden méas a 0 (valor relacionado con la irreversibilidad del proceso).

Tabla 16. Constantes de Temkin y Dubinin-Radushkevich a diferentes temperaturas para el proceso
de adsorcién de Pb2* utilizando pluma de pollo oxidada

g Temkin Dubinin-Radushkevich

g g Ar br as Kp-r Ea

£ r2 r2
- (L/g) (J/mol) (mg/g) (mol/K1?) (KI/mol)

5 12.4175 923.4664 0.9132 17.9801 1.47E-06 582.9541 0.94
115 533.6022 1543.186 0.9034 18.306 5.39E-07 963.14 0.9835
15 16.6439 957.758 0.9918 18.3192 1.04E-07 2192.64 0.858
30 224.69 1416.675 0.9864 17.3477 1.75E-06 534.52 0.9794
45 6.6723 914.7456 0.9363 18.4676 5.36E-07 965.83 0.9853
60 62.33 1376.682 0.9586 18.3171 1.00E-06 707.10 0.9935

Una de las ventajas de analizar el proceso de adsorcién utilizado la isoterma de Dubinin-
Radushkevich es que puede utilizarse tanto para superficies homogéneas como heterogéneas
(Dubinin & Radushkevich, 1947). Al analizar los parametros obtenidos para este modelo, se
observa que se obtuvieron capacidades maximas de adsorcion similares a las obtenidas por el
modelo de Langmuir, donde de igual manera no se observa un efecto de la temperatura sobre la
capacidad del adsorbente. Dentro de los parametros determinados mediante el modelo de Dubinin-
Radushkevich se encuentra el factor E,, el cual se refiere a la energia de adsorcion. Este término
hace mencién al cambio de energia libre que ocurre cuando una mol de iones es transferida de la
infinidad de la solucion hacia la superficie del sélido, por lo que el valor de éste parametro puede

dar informacion importante sobre el mecanismo de adsorcion (Tahir & Rauf, 2006; Chen et al.,
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2010). Al analizar los valores obtenidos para las isotermas analizadas, se obtiene que los valores de
Ea se encuentran entre 500 y 2100 KJ/mol, los cuales son valores elevados indicativos de un
proceso de quimisorcion (Rieman & Walton, 1970). Lo anterior se describira de mejor manera al
analizar la cinética del proceso de adsorcion.

La capacidad maxima de la pluma oxidada obtenida se compard respecto a otros materiales
adsorbentes reportados para la remocion de plomo, los cuales se presentan en la tabla 17. Como
puede apreciarse en la tabla, el tipo de materiales reportados para la remocion de Pb?* es muy
diverso tanto en su origen, composicion, como en las modificaciones que algunos reportan. Sin
embargo, es importante sefialar que debido a esto, la pluma oxidada propuesta en este trabajo es un
material competitivo debido a que aln cuando cuenta con una capacidad maxima menor a otros
materiales, tiene la ventaja de ser estable en un amplio intervalo de temperaturas, que su
modificacion representa un mejor costo respecto a otros materiales modificados y como se ha
mencionado anteriormente, a su factibilidad de disposicién por degradacion. Cabe sefialar que en
los trabajos mencionados en la tabla como en otros trabajos revisados, no se describe el tratamiento

del complejo “adsorbente-adsorbato” obtenido en el proceso.

Tabla 17. Comparaciéon de capacidades maximas de Pb2* con diversos adsorbentes naturales.

Adsorbente Tem;()fcr)eltura Qmax. (Mg/g) Referencia
Pluma de pollo 30 9.8 (de la Rosa et al., 2008)
Céscara de naranja 30 89.77 (Liang et al., 2009)
Hojas de canela 30-60 73.12-75.82 (Chen et al., 2010)
Residuos de té 15-45 25.09 - 33.49 (Wan et al., 2014)
Cascara de nuez 30 17.82 (Senthil-Kumar, 2014)
Zeolita-NaX 30 14.22 (Pandey et al., 2015)
Semilla de mango 30 2.62 (Kanijilal et al., 2015)
Cascara de meldn 7.89
Cascara de aguacate 30 4.93 (Mallampati et al., 2015)
Céscara de pitahaya 4.6
Montmorilonita-quitosana 25 29.85 (Tsai et al., 2016)
Conchas de almeja modificadas 10-50 4.85-4.92 (Sun et al., 2016)
Compositos de pluma-quitosana 10-50 70.42 (Anantha & Kota, 2016)
Cascara de pifa oxidada 25 28.55 (Ahmad et al., 2016)
Compositos celulosa-acetato/TiO2 25-55 319 (Gebru & Das, 2017)
Pluma de pollo oxidada 5-60 18.2-18.91 Este trabajo

76



En cuanto a los parametros termodindmicos del proceso de adsorcion, se obtuvieron los valores de
cada parametro de acuerdo a las ecuaciones 1, 2 y 3 previamente mencionadas. Al graficar los
valores obtenidos de AG® para cada temperatura, se identificaron dos pendientes teniendo como
punto en comun 15 °C (288.15 K) (Figura 23).
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Figura 23. Comportamiento de la Energia libre de Gibbs (AG°) contra temperatura (K).

Al observar el comportamiento de los resultados obtenidos, se confirma que dentro del proceso
existen dos etapas en cuanto al comportamiento energético que rige al sistema. Por lo anterior, los
valores de entalpia (AH®) y entropia (AS®) se obtuvieron para el intervalo de 5 a 15 °C y para el
intervalo de 15 a 60 °C, los cuales se presentan en las tablas 18 y 19. Es importante sefialar que
como puede observarse en la Figura 23, los dos comportamientos previamente mencionados

mantienen la linealidad dentro de los intervalos de temperaturas analizados.

Tabla 18. Par@metros termodindmicos del proceso de adsorcion de Pb2* con pluma de pollo oxidada
a5,11.5,15y 30°C

Tem‘(’fcr;t“ra K. (L/g) AG®(KJ/mol) | AHe (K)/mol) | AS® (KI/molK)
5 52656.36 -24.99
115 93673.46 -27.09 56.0185 -0.2918
15 122129.07 -28.06
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Tabla 19. Pardmetros termodindmicos del proceso de adsorciéon de Pb2* con pluma de pollo oxidada
a 30,45y 60°C

Temperatura (°C) K. (L/g) AG° (KJ/mol) | AH° (KJ/mol) | AS° (KJ/molK)
15 122129.07 -28.06
30 96078.02 -28.91
-15.3492 -0.0444
45 71963.46 -29.58
60 51677.34 -30.06

Aun cuando se presentaron dos comportamientos de los pardmetros, se observo que los valores de
AG® en todas las temperaturas evaluadas obtuvieron valores negativos, lo cual indica que el proceso
de adsorcion es termodinamicamente favorable y espontaneo en las condiciones utilizadas. Ademas,
es importante sefialar que los valores de la Energia libre de Gibbs disminuyen con el gradiente de
temperatura evaluado, lo cual sugiere que le proceso de adsorcidn es energéticamente mas favorable
en altas temperaturas (Atia et al, 2008; Saha & Chowdhury, 2011; Sevim et al., 2011; Wang et al.,
2010).

En cuanto a los valores obtenidos de entalpia, en la primera etapa (de 5 a 15 °C) este parametro
obtuvo un valor positivo, lo cual describe que el proceso en el intervalo mencionado se comporta de
manera endotérmica y de acuerdo a Uslu & Tanyol (2006) mencionan que en un comportamiento
como éste posiblemente ocurran enlaces fuertes entre el metal y el adsorbente. En cambio, en la
segunda etapa (de 15 a 60 °C) se obtuvo un valor negativo de entalpia, lo cual indica que en el
intervalo de temperaturas mencionado el proceso tiene una naturaleza exotérmica y sugiere la
presencia de enlaces débiles entre el adsorbato y la superficie bajo estas condiciones de operacion
(Febrianto et al., 2008). Generalmente, el cambio en los valores de entalpia en los procesos de
fisisorcion se encuentran entre 2 a 21 KJ/mol, mientras que un cambio de entalpia para
guimisorcion esta en el rango de 80-200 KJ/mol (Liu & Liu, 2008), lo cual deja un hueco de energia
en el cual se ubica el valor de entalpia obtenido al analizar el proceso de adsorcion entre 5y 15 °C.
De acuerdo a lo anterior, se sugiere que el proceso de adsorcién de plomo utilizando pluma oxidada

puede ser causado por una combinacion de adsorcion tanto fisica como quimica.

A diferencia de lo anterior, los valores de entropia son negativos en ambas etapas, lo cual indica que
el ligeramente irreversible y sugiere la presencia de enlaces fuertes entre el metal y el adsorbente
(Uslu & Tanyol, 2006). Como puede apreciarse, el valor de AS° es ligeramente menor en la primera
etapa del proceso respecto a la segunda, lo cual sugiere que en el primer intervalo del proceso el
grado de libertad de los iones metalicos adsorbidos es menor debido al desplazamiento de iones a

un nivel més alto de orden en la fase solida comparado a aquellos en la fase acuosa, lo que resulta
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en una pérdida de mobilidad cuando los iones son atrapados en la superficie del adsorbente (Khazali
et al., 2007). En la segunda etapa del proceso, se observé que el valor obtenido para este intervalo
se acerca mas a 0 o a los valores positivos, por lo que se sugiere que al aumentar la temperatura, la

aleatoriedad en la interfase solido-liquido aumenta de igual forma (Ahmad et al., 2016).

Se induce gue el comportamiento dual respecto a la temperatura observado en este trabajo es propio
del adsorbente ya que se han reportado resultados similares en su uso para la remocién de Zn?*
(Aguayo-Villarreala et al., 2011), Pb?* (de la Rosa et al., 2008) Cd** y Ni?* (Reynel-Avila et al.,
2011) y va de acuerdo a lo mencionado por Kar & Misra (2004), quienes sefialan que la remocion
de metales pesados por queratina (proteina predominante en la composicién de la pluma de pollo)
ocurre por una combinacion de ambos procesos, donde el proceso de fisisorcion puede ocurrir por la
captura de iones metélicos en la red de nanoporos de las plumas mientras que la quimisorcion se
cree que puede ocurrir en sitios activos propios de la pluma, denotando la accién de los sitios

carboxilicos.

Con lo anterior, el proceso de adsorcion de Pb?* utilizando pluma oxidada puede describirse como
un proceso espontaneo y favorable que a bajas temperaturas requiere de energia externa al sistema
mientras que a partir de 15 °C presenta una liberacién de energia resultante del proceso de

adsorcién, siendo en ambas etapas ligeramente irreversible.

Cabe resaltar el hecho de que son pocos los trabajos donde se analizan isotermas y parametros
termodinamicos en bajas temperaturas y aunado a que la capacidad méaxima del adsorbente es de
18.5 mg/g en promedio desde 5 hasta 60 °C, denota que el proceso propuesto en el presente trabajo

es muy flexible en cuanto a ésta condicién de operacion.

6.2.3  Analisis FTIR del complejo “pluma+Pb”
Con el fin de observar cambios en las sefiales de los grupos funcionales de la pluma oxidada

(descritos en la seccién 7.1) y relacionarlos con el proceso de adsorcion de Pb?*, se obtuvo el

espectro por FTIR del complejo “pluma+Pb” obtenido (Figura 29).

De manera general se observo que las sefales caracteristicas del material se mantuvieron posterior
al proceso de adsorcion y s6lo se desplazaron, disminuyeron o aumentaron de manera ligera en
ambos casos (sefiales marcadas en la figura 24). Respecto a las sefiales de las amidas 11 y 111 (1515 y
1224 cm? respectivamente) se observo que en ambos casos las sefiales disminuyeron, mientras que
en el caso de las sefiales correspondientes a los grupos sulfonados presentaron comportamientos
diferentes. En el caso del grupos —S=0 correspondiente a los puentes salinos en la estructura de la

queratina, se observo que la sefial de 1045 cm™ disminuy6 ligeramente al igual que la sefial en 922
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cm® correspondiente al enlace C-S. Ademas, se observé que la sefial del enlace disulfuro (515 cm™)

se acentud posterior al proceso de adsorcion de Pb?*,

C-S
-CH3 /

-CH2 !
-5=0
-NH = GG
OH =

R-C(=0)-N(-R’)-R”
H3

Transmitancia, u.a.

-CH2
)
\_'_!
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R-C(=0)-NH,
R-C(=0)-NH-R

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda (cm)
—— Pluma oxidada

Complejo "pluma+Pb"

Figura 24. Espectros FTIR de la pluma de pollo oxidada antes y después del proceso de adsorcion de
Pb2*

Las modificaciones anteriormente mencionadas han sido reportadas por diversos autores que han
analizado el proceso de adsorcion de Pb?* en otros materiales asi como la adsorcién de otros iones
metalicos en residuos queratinoliticos. Gao et al (2014) observaron que posterior al proceso de
adsorcion de Cré* utilizando plumas modificadas, la intensidad de los puentes peptidicos disminuyo,
mientras que tanto Chen et al (2010) como Ahmad et al (2016) quienes analizaron el proceso de
adsorcion de Pb?* mediante adsorbentes naturales tanto modificados como sin modificar, reportan
que posterior al proceso de adsorcion las sefiales de los materiales se desplazan ligeramente y
cambian su intensidad. Por lo tanto, se sugiere que tanto los grupos carboxil, amino y sulfénicos
participan en el proceso de adsorcion mediante procesos de atraccion electrostatica, complejacion,

quelacién y/o intercambio iénico.
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6.2.4

Evaluacidn de cinéticas de adsorcién

Posterior a la descripcion de la termodinamica del proceso, se dio paso al analisis de las condiciones

cinéticas que rigen al proceso de adsorcion de Pb?* sobre la pluma de pollo oxidada. Con los

resultados obtenidos de cada sistema se obtuvieron los valores de la concentracion en el equilibrio

de cada tiempo y se utilizaron para analizar el ajuste a los modelos cinéticos previamente

mencionados. ElI comportamiento de cada sistema respecto a los modelos se presenta en la figura

25. Al analizar el comportamiento de los datos experimentales en los tres sistemas se observa que

existi6 una mayor cantidad de Pb?* adsorbido sobre la pluma de pollo durante los primeros 20

minutos de las cinéticas y a partir de los 30 (sistema de 100 mg/L) y 50 minutos (sistemas de 200 y

300 mg/L), no hubo variacién de las concentraciones de Pb?" adsorbidas en los sistemas. No

obstante, se monitoreo cada sistema hasta alcanzar el equilibrio, el cual fue aproximadamente a los

140 minutos.
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infraparticula del proceso de adsorcién de Pb2* utilizando pluma de pollo oxidada para los sistemas

de concentracién inicial A) 100 mg/L, B) 200 mg/Ly C) 300 mg/L.

En la tabla 20 y 21 se presentan los resultados de las constantes obtenidas para cada modelo

cinético evaluado. De acuerdo a los valores del coeficiente de correlacion de cada modelo, se

observa que aun cuando los modelos de pseudo-segundo orden y pseudo-primer orden obtuvieron

valores cercanos a 1, el modelo de pseudo-segundo orden es el que obtuvo la mejor correlacién para

el proceso de adsorcion y el valor de ge es mas cercano a los datos experimentales. Ademas, la

descripcion del proceso por el modelo de pseudo-segundo orden da un panorama mas completo del

comportamiento cinético que el de pseudo-primer orden, debido a que el primero modelo

mencionado incluye los diferentes pasos dentro del proceso de adsorcién mientras que el segundo

s6lo es capaz de describir la primera etapa rapida (Chen, 2012).

Tabla 20. Constantes de los modelos cinéticos de Pseudo-primer orden y Pseudo-segundo orden, a

diferentes concentraciones del proceso de adsorcion de Pb2* utilizando pluma de pollo oxidada

Pseudo-primer orden Pseudo-segundo orden
Concentracién
(mg/L) Qe K1 r2 Qe K U ti2 2
(mg/L) | (L/min) (mg/L) | (g/mg:min) [ (mg-g/min) [ (min)
100 10.3307 | 0.1300 0.993 10.9346 0.0243 2.9007 3.7697 0.9984
200 13.4858 | 0.0813 0.9902 14.946 0.0083 1.8559 8.0534 0.9991
300 14.1772 0.0811 0.996 15.6854 0.0079 1.9409 8.0813 0.9991

El que el proceso de adsorcion se obtenga un mejor ajuste hacia el modelo de Pseudo-segundo

orden, sugiere que un proceso de quimisorcion podria ser el paso limitante en la adsorcién de Pb?*

82



sobre la pluma oxidada; este paso limitante describe que el proceso se lleva a cabo por medio de
interacciones quimicas entre los grupos superficiales y los iones Pb?*, lo cual envuelve fuerzas de
valencia a través de compartir o el intercambio de electrones entre el adsorbente y el adsorbato por
fuerzas covalentes. Ademas, de acuerdo al modelo se plantea que los iones adsorbidos forma una
monocapa sobre la superficie del adsorbente y que la energia de adsorcion de cada ion es la misma
y que a la vez es independiente de la cobertura de la superficie (Cho et al., 2010), lo cual va de
acuerdo a la evaluacion termodinamica previamente descrita. Por lo anterior, se sugiere que el paso
limitante dentro del proceso de adsorcion de Pb?* utilizando la pluma oxidada es como tal las

interacciones quimicas que ocurren entre los iones y los sitios activos del adsorbente.

Como puede observarse, al aumentar la concentracion inicial de los sistemas la ko disminuye, lo
cual indica que a bajas concentraciones la competencia por los sitios activos del material es menor,
mientras que al aumentar la concentracion la competencia por los sitios aumenta y en consecuencia
hay menores tasas de adsorcion (Chen et al., 2010). Este mismo efecto se observé al determinar la
tasa de adsorcion inicial (U) y el tiempo medio de adsorcion (ti) (Ecuaciones 4 y 5), donde de
igual manera la tasa inicial de adsorcion disminuy6 con el aumento de la concentracion, mientras

que el tiempo medio de adsorcién aumento.

— 2
U= kyq.°.... .(6) tr)s = vlqe NG
Donde: Donde:
U = Tasa inicial de adsorcién | tvz = Tiempo medio de adsorcion
(mg/g-min) (min)

Aun cuando el modelo de Elovich no predice un mecanismo definido, se ha encontrado que es Util
para describir predominantemente procesos de quimisorcién en adsorbentes altamente heterogéneos
(Gupta & Bhattacharyya, 2006). Teng & Hsieh (1999) propusieron gue la constante a se relaciona
con la tasa de quimisorcion, mientras que la constante b se relaciona con la cobertura de la
superficie. Como puede observarse al analizar los valores obtenidos en la constante a, se obtuvieron
valores elevados, lo cual indica que se puede describir el proceso por un mecanismo especifico
(Aroua et al., 2008). En cuanto al comportamiento de la variable b, se observa de nueva cuenta un
descenso respecto al aumento de la concentracidn, efecto que posiblemente se deba a que el

aumento en la competencia de sitios activos dificulta la cobertura del adsobente.
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En cuanto al modelo de Difusion intraparticula se observé que el ajuste hacia los sistemas
analizados fue nula, lo cual denota que este modelo no es apropiado para la descripcion del proceso
de adsorcion del presente trabajo debido a que en este modelo se describe un comportamiento
parabdlico donde el aumento en la adsorcion de iones varia con el tiempo siguiendo este
comportamiento, lo cual no sucede al observar los datos experimentales obtenidos. Por lo tanto, se
confirma que la transferencia del adsorbato hacia los sitios activos en la superficie del material no
es un paso limitante dentro del proceso de adsorcion.

Tabla 21. Constantes de los modelos cinéticos de Elovich y Difusidn intraparticula a diferentes
concentraciones del proceso de adsorcion de Pb2* utilizando pluma de pollo oxidada

Elovich Difusidn intraparticula
Concentracién
(mg/L) a . b r2 k ) 2
(8/mg-min) (8/mg) (8/mg-min)
100 713.0621 1.0559 0.8822 1.223 -
200 13.379 0.4567 0.9823 1.5653 -
300 15.04375 0.4428 0.9535 1.6158 -

El obtener tasas rapidas de adsorcion refleja la buena accesibilidad de los sitios activos del material
para los iones metalicos en la solucién, lo cual representa ventajas en términos de la reduccion del

volumen del reactor y el tiempo de permanencia (Liang et al., 2009).

Ademas, el modelo de Pseudo-segundo orden asume que durante el proceso de adsorcion dos sitios
activos pueden interaccionar con un ion del adsorbato, por lo que se sugiere que es un modelo mas
apropiado para el modelado del proceso de adsorcion de iones metalicos divalentes (Aguayo-
Villarreal et al., 2011).

Con la informacién brindada por el analisis de la cinética de adsorcion del presente trabajo, se
sugiere que tanto los mecanismos descritos por Chen et al (2010) y Liang et al (2009) presentados
en la seccion 7.2 pueden representar la interaccion de los iones Pb?* con la pluma de pollo oxidada
debido a que ambos autores describen la interaccion de dos sitios activos con un ion del adsorbato
(lo cual fue descrito por el modelo de Pseudo-segundo orden) asi como la posible captura de iones
por nanoporos presentes en la superficie del material (proceso descrito por el comportamiento

termodinamico del sistema).
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6.2.5 Estudio en columna en lecho empacado
Habiendo analizado el proceso de adsorcion de plomo utilizando pluma oxidada en flujo

estacionario, se dio paso a evaluar el proceso de adsorcion en flujo continuo debido a las ventajas
que representa el llevar a cabo el proceso de esta manera, como la reduccion en el volumen del
reactor a utilizar, el constante contacto entre el adsorbente y el adsorbato, entre otros; ademas,
resulta relevante en caso de llevar a cabo el proceso de adsorcion en una escala mayor de modo
continuo (Vijayaraghavan et al., 2005) cuyo comportamiento es descrito en términos de la relacion
de la concentracion en el efluente — tiempo. Esta relacion se refleja en curvas de rompimiento,

donde la zona de transferencia de masa disminuye hasta alcanzar la saturacién del lecho.

Con los datos experimentales obtenidos de acuerdo a las variables evaluadas, se graficaron las
curvas de rompimiento de cada columna bajo las condiciones previamente descritas (Figura 26) y se
obtuvo el &rea antes de llegar a la curva con el fin de obtener la capacidad experimental del lecho en
cada columna (Tabla 22).

De manera general se puede observar que el tiempo de saturacion de las columnas se encuentra
entre 3y 4.5 h dependiendo de las condiciones de concentracién inicial y flujo de cada columna. De
acuerdo a Mlayah & Jellali (2015), los tiempos de equilibrio cortos se pueden considerar una
ventaja importante en aplicaciones practicas debido a que las tasas de remocion son altamente
importantes en el desarrollo de tecnologias con materiales de bajo costo.
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Figura 26. Curvas de rompimiento de columna en el proceso de adsorcion de Pb2* utilizando pluma
oxidada en A) 300 mg/L, B) 400 mg/Ly C) 500 mg/L.

Respecto a las variables evaluadas, la concentracion inicial es de los pardmetros mas importantes a
analizar debido a que tiene una alta influencia sobre el desarrollo de las columnas empacadas asi
como en las caracteristicas de las curvas de rompimiento (Aguayo-Villarreal et al., 2011). Como
puede observarse, al utilizar una concentracion inicial de 300 mg/L se obtienen curvas de
rompimiento donde la forma sigmoidal es mas evidente, lo cual denota tiempos de rompimiento y
de saturacion mas elevados. Caso contrario ocurre cuando se trabajan concentraciones mas
elevadas, ya que en las columnas donde se utilizO una concentracion de 400 y 500 mg/L se
obtuvieron curvas con una mayor pendiente, lo cual deriva en tiempos de rompimiento y saturacion

de la columna menores, asi como en zonas de transferencia de masa méas cortas.

En cuanto al efecto de flujo se observé que tiene una influencia similar a la concentracion inicial

sobre los tiempos de rompimiento y saturacion de la columna debido a que al trabajar en un flujo de
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1 mL/min dentro del intervalo de concentraciones evaluado, se observo que tanto el tiempo de
rompimiento como de saturacion de las columnas fueron mayores respecto a los obtenidos en las
columnas donde se trabajé en un flujo de 2 mL/min, lo cual denota que al trabajar en flujos bajos se

cuenta con una mayor area de transferencia de masa.

Tabla 22. Capacidades de los lechos de las curvas de rompimiento.

Concentracién Flujo Qexp (Mg/8)
0.06 15.6519
300
0.12 11.0418
0.06 11.0502
400
0.12 12.4719
0.06 13.3011
500
0.12 13.9759

Al relacionar el efecto de ambas variables respecto a la capacidad del lecho (Tabla 22), de manera
general se observé que la capacidad del lecho oscilaron en un intervalo entre 11 y 16 mg/g
aproximadamente. Al mantener una concentraciéon constante (300 mg/L) se denota que al aumentar
el flujo la capacidad del lecho disminuye, debido posiblemente a un bajo tiempo de residencia de
los iones metalicos en la columna, el cual no es suficiente para establecer una condicién de
equilibrio causado por la salida de los iones antes de establecer esta condiciones y/o por una baja
difusién (Mlayah & Jellali, 2015; Babu et al., 2015). Respecto a las columnas donde se trabaj6 una
concentracion de 400 y 500 mg/L, se observé que en ambos grupos la diferencia entre las
capacidades de los lechos de las columnas que operaron a 1y 2 mL/min es menor a lo observado en
las columnas donde se trabajé a 300 mg/L. El efecto anterior sugiere que en concentraciones
elevadas, se le da una mayor fuerza a la transferencia de masa en el proceso de adsorcion que es
capaz de superar la resistencia a la misma transferencia por parte del material (Lakshmipathy &
Sarada, 2015). Ademas, el trabajar con concentraciones elevadas en el influente, genera que la
cantidad de iones metalicos que ingresan a la columna sea mayor, lo cual hace que ésten altamente
disponibles para los sitios activos presentes en el adsorbente y que se genere un aumento en el

gradiente de concentracion que favorezca el transporte de iones (Su et al., 2013; Fadzil et al., 2016).

En cuanto al efecto del flujo sobre la capacidad del lecho, es importante resaltar que los flujos
analizados son bajos respecto a otras investigaciones donde se evalUan intervalos mayores, lo cual
posiblemente delimite el efecto sobre el proceso de adsorcion; sin embargo, de acuerdo a Aguayo-

Villarreal et al (2011) quienes analizaron el proceso de adsorcién de Zn?* mediante columnas
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empacadas con pluma de pollo, indican que el trabajar en flujos menores de 5 mL/min permite que

se lleve a cabo una remocion de metales mas efectiva en columnas empacadas con plumas de pollo.

Posteriormente, con las curvas de rompimiento se realizd el ajuste de cada una a los modelos de
columnas de Thomas, Clark, Adams-Bohart y de Dosis-respuesta modificado (Figuras 27, 28 y 29)
con el fin de predecir el comportamiento dindmico de la columna y obtener algunos parametros

cinéticos importantes asi como parametros propios de cada modelo (Tablas 23 y 24).

De acuerdo a los coeficientes de correlacion (r?) obtenido para cada columna en cada modelo, se
observa que el modelo de Dosis-respuesta modificado obtuvo los valores de correlacién mas

elevados, seguido del modelo de Thomas que también obtuvo una buena aproximacion.
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Figura 27. Modelos de columnas de Thomas, Clark, Adams-Bohart y Dosis-respuesta modificado para
la interaccién de Pb2* en pluma oxidada en A) TmL/min y B) 2mL/min. Concentracién inicial: 300
mg/L.
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Figura 28. Modelos de columnas de Thomas, Clark, Adams-Bohart y Dosis-respuesta modificado para
la interaccién de Pb2* en pluma oxidada en A) TmL/min y B) 2mL/min. Concentracién inicial: 400
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Figura 29. Modelos de columnas de Thomas, Clark, Adams-Bohart y Dosis-respuesta modificado para
la interaccién de Pb2* en pluma oxidada en A) TmL/min y B) 2mL/min. Concentracién inicial: 500
mg/L.

En el caso del modelo de Thomas, el cual esta basado en la cinética de Langmuir (Thomas, 1944) se
observo que los valores de la costante krn, la cual denota la transferencia de soluto transferido de la
fase liquida a la fase solida, aumentan con el gradiente de concentracién y flujo, lo cual puede
relacionarse con la fuerza que conduce el proceso de adsorcion (Cheraghi et al., 2016). En cuanto a
la capacidad obtenida, se observo que no siguen como tal un comportamiento respecto al gradiente
de concentracion y flujo, posiblemente debido a lo anteriormente descrito sobre el efecto de ambas

variables.

En cuanto al modelo de Clark, el cual se fundamenta en el concepto de transferencia de masa en
combinacion con el modelo de Freundlich, se observd que las constantes r de igual manera
aumentan con los gradientes de concentracién y flujo, lo cual sugiere que la cinética del proceso de

adsorcion podria verse dominada por una transferencia de masa exterma (Cheknane et al., 2012).
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Tabla 23. Constantes de Thomas y Clark en diferentes condiciones de concentracién y flujo para el
proceso de adsorcioén de Pb2* utilizando pluma oxidad en flujo continuo

Thomas Clark
Concentracion Flujo (L/h) (L/:;T:ng) (mqgo/g) 2 A (L;h) 2
0.06 0.026 9.7741 0.9912 1287832 19.877 0.9905
300 0.12 0.0348 7.9095 0.9789 2946.39 22.1858 0.969
0.06 0.0187 9.9168 0.9911 19498.56 15.2867 0.9851
400 0.12 0.0372 8.8153 0.992 4538.364 27.0603 0.9841
0.06 0.0351 4.6147 0.9756 29174 51.3168 0.9727
°00 0.12 0.0263 10.5966 0.9893 1925.565 24.0036 0.9803

El modelo de Adams-Bohart esta basado en la teoria de reaccién superficial y asume que el
equilibrio no es instantdneo ya que el proceso de adsorcion es controlado por la reaccién en la
superficie entre el adsorbato y el adsorbente no saturado (Bohart & Adams, 1920). De acuerdo a
diversos estudios este modelo aplica sélo para describir la parte inicial de las curvas de
rompimiento y presenta tendencia similar al comportamiento del modelo de Thomas, lo cual puede
denotarse al observar la similitud de ambos modelos al momento de graficar asi como en los

coeficientes de correlacién obtenidos.

En cuanto a las constantes de este modelo, se observd que las constantes No ¥ Kag Siguen una
tendencia similar a lo observado en las constantes de Thomas; sin embargo, se observo discrepancia
entre los datos experimentales y las curvas teoricas obtenidas por el modelo de Adams-Bohart, por
lo que se sugiere que no es pertinente para la descripcion del proceso debido a que su validez es

limitada por el intervalo de condiciones utilizadas (Han et al., 2008).

El modelo de Dosis-respuesta, el cual fue propuesto por Yan et al (2001) para modelar curvas de
rompimiento de columnas empacadas para procesos de biosorcién de metales, minimiza el error que
resulta de utilizar el modelo de Thomas especialmente en tiempos bajos y altos en las curvas de
rompimiento (Song et al., 2011); ademas, considera la transferencia de masa en la superficie del
s6lido como el paso limitante del proceso (de Franco et al., 2017). Al observar el comportamiento
de las variables b y a del modelo de Dosis-respuesta, se observa que siguen una tendencia similar a

las variables de modelos previamente descritas.
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Tabla 24. Constantes de Adams-Bohart y de Dosis-respuesta modificado en diferentes condiciones
de concentracion y flujo para el proceso de adsorcién de Pb2* utilizando pluma oxidada en flujo

continuo
Adams-Bohart Dosis-respuesta modificado
Concentracion Flujo Kag No %
(L/h-mg) (mg/L) § b ° (mg/g) i
0.06 0.026 867.1358 0.9912 0.03208 2.3112 9.624 0.9949
300 0.12 0.0348 728.4589 0.9789 0.0208 1.5967 6.24 0.9979
0.06 0.0186 893.2627 0.9911 0.0222 2.2029 8.88 0.9978
400 0.12 0.0372 797.3144 0.992 0.0198 2.1224 7.92 0.9971
0.06 0.0351 417.8326 0.9756 0.0092 1.432 4.6 0.9878
>00 0.12 0.0263 974.4201 0.9893 0.01702 1.6915 8.51 0.9967

Al analizar los valores obtenidos en la constante go tanto en el modelo de Thomas como en el de
Dosis-respuesta se observé que ambos modelos obtuvieron valores similares, los cuales al
compararse con los valores experimentales obtenidos, se identifica que en algunos casos los valores
tedricos de un modelo son mas cercanos hacia los datos experimentales y en otros casos lo son
hacia el otro modelo. Sin embargo, al comparar el ajuste de los modelos hacia los datos
experimentales de manera grafica y con los coeficientes de correlacion, el modelo de Dosis-
respuesta modificado describe de mejor manera el proceso de adsorcién. Sin embargo, en algunos
estudios se sugiere que al obtener ambos modelos una buena correlacion, ambos pueden utilizarse
para predecir la remocion de Pb? por la pluma pluma oxidada en columas empacadas (Su et al.,
2013; Lakshmipathy & Sarada, 2015; Cheraghi et al., 2016). Ademas, en las secciones 7.2.2 y
7.2.3, se determind que el proceso de adsorcién de Pb?* utilizando la pluma de pollo oxidada en
estado estacionario se describe mediante el modelo de Langmuir y sigue una cinética de pseudo-
segundo orden, lo cual va deacuerdo a las consideraciones de Thomas y el modelo de Dosis-

respuesta modificado.
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6.3 Biodegradacion del complejo “pluma+Pb”

6.3.1 Descripcidn del complejo “Pluma+Pb" utilizado en el sistema de degradacidn
El complejo “pluma-Pb” obtenido como residuo en el proceso de adsorcion fue sometido a un

proceso de degradacion. Para ello se puso en contacto una solucién de 300 mg/L de Pb%*con la
cantidad de adsorbente definida en la metodologia y posterior al tiempo de contacto se obtuvo la
concentracion residual y removida en el sistema de adsorcion para conocer la carga del adsorbente.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 25.

Tabla 25. Resultados del proceso de adsorcién para la formaciéon del complejo "pluma+Pb"

Cantidad de Cantidad de Cantidad de Cantidad de Carga del
L PbZ* residual PbZ* adsorbida | adsorbente en el adsorbente
PbZ* inicial (mg) .
(mg) (mg) sistema (g) (mg/g)
117.42 37.93 79.49 5.9 13.47

Al comparar la carga del complejo “pluma-Pb” con lo reportado previamente en el analisis
termodindmico se observa que se obtuvo una carga menor respecto a la maxima, lo cual
posiblemente sea debido a que debido a las dimensiones del sistema, sea necesaria una mayor
agitacion para favorecer el contacto entre el adsorbente y el adsorbato.

6.3.2 Proteina soluble y actividad queratinolitica
De acuerdo a lo observado en los sistemas de degradacién y teniendo como antecedente la

capacidad queratinolitica tanto del consorcio aislado de residuos avicolas como de P. putida, en la
Figura 30 se presentan los resultados de proteina soluble y actividad queratinolitica de cada uno de

los sistemas de degradacién analizados.

De manera general puede observarse que al cuantificar el tiempo cero de los tres sistemas se obtuvo
una cantidad de proteina soluble entre 1 y 4 pg/mL posiblemente debido a su arrastre al momento
de inocular los sistemas ya que el in6culo del consorcio se prepard en medio adicionado de pluma.
De igual manera en los tres sistemas se observé un comportamiento similar, donde la produccion de
proteina soluble aumentdé paulatinamente desde el inicio de la cinética, siendo el sistema que
contenia pluma oxidada el que obtuvo las mayores cuantificaciones tanto de proteina soluble como

de queratinasa.
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Respecto a la actividad queratinolitica, se detectd la presencia de queratinasas en los tres sistemas a
lo largo de la cinética de manera constante, por lo que se sugiere que la actividad queratinolitica se
relaciona en momentos con la produccion de proteina soluble en los tres sistemas. En el caso del
sistema que contenia pluma sin tratamiento la mé&xima actividad queratinolitica fue de 10.2+0.56
UK/mL en el dia 8, la cual decay6 ligeramente y se mantuvo entre 2 y 7 UK/mL aproximadamente.
Respecto al sistema de la pluma oxidada, se observé un incremento importante en la actividad
queratinolitica en el dia 12 con 20 UK/mL aproximadamente, la cual decayd y se mantuvo hasta el
dia 30, a partir de lo cual aumentd hasta alcanzar su maxima actividad el dia 65 con 27.95+1.34
UK/mL y se mantuvo relativamente constante en el dia 70. En cuanto al sistema del complejo
“pluma+Pb” se observo una baja actividad al inicio de la cinética, donde a partir del dia 8 aumento
ligeramente su actividad manteniéndose entre 1 y 6 UK/mL hasta el dia 35, a partir de donde

aumentd la actividad queratinolitica hasta alcanzar su maximo en 60 dias con 15.75 +1.34 UK/mL.

En el caso del sistema donde se evalud la degradacion de pluma sin tratamiento (Figura 30A), se
observo que el sistema alcanzé su méaxima produccion de proteina soluble a los 35 dias con una
cantidad de 61+1.93 pg/mL y posterior a este tiempo la cantidad de proteina soluble decayd
ligeramente hacia el dia 44, desde donde se mantuvo relativamente constante y volvié a decaer
hacia el final de la cinética, lo cual sugiere que se consumia mayor proteina soluble que la que se
producia en el sistema. En tanto, los sistemas donde se evalud la degradacién de la pluma oxidada
(Figura 30B) y del complejo “pluma+Pb” (Figura 30C), se observo que ambos sistemas tuvieron
una produccion de proteina soluble relativamente constante, la cual se acumuld hasta que ambos
sistemas alcanzaron su maxima produccion de proteina soluble el dia 55 con 77.91+4.38 ug/mL y
63.5£2.83 ug/mL respectivamente. Posterior a este tiempo, ambos sistemas mantuvieron la
concentracion de proteina soluble relativamente constante hasta el final de la cinética, debido
posiblemente a una fase de equilibrio entre la produccién-consumo de proteina soluble en el

sistema.

Como puede observarse la actividad queratinolitica de los tres sistemas no siguié en diversos
intervalos de tiempo el comportamiento de la produccion de proteina soluble, lo cual posiblemente
se debe a que la solubilizacion de queratina fue menor al grado de fragmentacion de la proteina por
accion de las queratinasas. Ademas, es importante resaltar que dentro del proceso de degradacion de
la queratina se presenta la actividad de otras enzimas. De acuerdo a Yamamura et al (2002), quienes
analizaron la actividad queratinolitica de Stenotrophomona sp. D-1, la degradadacion efectiva de la
queratina es resultado de la accion cooperativa de dos enzimas, la serin proteasa (principal
representante de las proteasas queratinoliticas) y la disulfuro reductasa, la cual rompe los puentes

disulfuro presentes en la queratina, los cuales son responsables de la rigidez de la proteina.
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6.3.3

Productos ninhidrina positivos y actividad proteolitica
En cuanto a los productos derivados de la degradacion de la queratina, se reporta que en su mayoria

se encuentran diversos aminoacidos asi como cantidades considerables de péptidos de distintos

pesos moleculares (Gousterova et al., 2005), lo cual sugiere que los microorganismos con capacidad

queratinolitica poseen enzimas proteoliticas. La cuantificacion de la actividad proteolitica y de

aminoécidos en los sistemas de degradacion se presentan en la figura 31. De manera general, se

observo de nueva cuenta que el sistema que contenia pluma oxidada fue el que obtuvo las mayores

cuantificaciones de productos ninhidrina positivos asi como de actividad proteolitica, seguido del

sistema que contenia el complejo “pluma+Pb” y del sistema con pluma sin tratamiento al igual que

en la seccion anterior. Ademas, se observd que los tres sistema tuvieron un aumento importante en

la cuantificacion de aminodacidos el dia 12, lo cual puede ser debido al reinéculo del dia 8 que

generd una mayor actividad en los sistemas.
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Figura 31. Cuantificacién de productos ninhidrina positivos y actividad proteolitica para los sistemas
de degradacién de A) Pluma sin tratamiento, B) Pluma oxidada y C) Pluma+Pb a 35°C.

Respecto al sistema de la pluma sin tratamiento (Figura 31A), se observd un aumento en la
cuantificacion de aminoacidos desde el inicio de la cinética hasta alcanzar su maxima concentracion
el dia 12 con 194.83 pg/mL, lo cual se relaciona con la maxima actividad proteolitica en el sistema
al dia 8 con 0.0804+0.0055 mg/mL. Posterior a éste tiempo, se observo que tanto la concentracion
de aminoacidos como de actividad proteolitica tuvieron un decremento hasta los dias 35 y 55, a
partir de los cuales se produjo un ligero aumento en la concentracion de aminoacidos y de actividad
proteolitica hacia el final de la cinética debido posiblemente al consumo de la proteina soluble en el
sistema. En cuanto al sistema que contenian la pluma oxidada (Figura 31B), se observé un
incremento acelerado tanto en la concentracion de aminoacidos como de actividad proteolitica
desde el inicio de la cinética, obteniendo la maxima concentracion de aminoacidos el dia 12 con
322.02 pg/mL. Respecto a la actividad enzimatica, se observé que desde el dia 4 al dia 16 mantuvo
una actividad de 0.12 mg/mL aproximadamente. Posteriormente tanto en la concentracion de
aminoacidos como de proteasas mostraron un decremento hasta el dia 35, a partir de donde ambos
comportamientos aumentaron su actividad hacia el final de la cinética, donde la actividad

proteolitica alcanzé su maxima expresion con 0.1592+0.0071 mg/mL.

En el sistema que contenia el complejo “pluma+Pb” (Figura 31C) se observd que en los primeros
tiempos de la cinética la concentracion de amino&cidos en el sistema se mantuvo baja hasta el dia 8
y para el dia 12, se observd el aumento en la concentracion de aminoacidos descrito previamente.
Posterior a este tiempo la concentracion decay6 hasta el dia 45 debido posiblemente al consumo de
amino&cidos por la biomasa. En tanto, la actividad proteolitica se mantuvo baja desde el inicio de la

cinética (0.02 y 0.003 mg/mL aproximadamente) hasta el dia 45, lo cual va de acuerdo a lo
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observado en cuanto a la acumulacién constante de proteina soluble en el sistema. Posterior al dia
45, tanto la actividad proteolitica como la concentracién de aminoécidos aumentaron de manera
considerable hacia el final de la cinética donde ambos comportamientos alcanzaron su méxima

expresion, con 0.1099+0.0023 mg/mL y 307.86 pg/mL respectivamente.

Como puede observarse, en los tres sistemas analizados la concentracion de aminoacidos en los
sistemas y la actividad proteolitica no siguen en diversos momentos el comportamiento descrito por
la proteina soluble, ya que se esperaba que al haber acumulacion de ésta en el sistema, la
concentracién de aminoacidos seria baja hasta observar la hidrolisis de la proteina por accion de las
proteasas. Por lo anterior, se sugiere que la produccion de aminoacidos es también resultado de la
actividad queratinolitica directa en el sistema, ya que de acuerdo a Swetlana & Jain (2010) y Gupta
& Singh (2014), quienes analizaron la degradacion de pluma de pollo por Bacillus cereus KB043 y
Bacillus subtilis (RSE163 y RSE165) respectivamente, la queratinasa rompe los enlaces peptidicos
en la conformacion B-plegada, liberando diferentes aminoacidos y péptidos. Lo anterior se denota al
comparar el comportamiento de la actividad queratinolitica y la concentracién de aminoécidos en el
sistema, ya que se observa la coincidencia en los incrementos y disminuciones de ambas
determinaciones. Ademas, se observa que el comportamiento de la proteina soluble difiere respecto
a la actividad proteolitica en los sistemas, ya que cuando se observa un aumento en la cantidad de
proteina soluble, la actividad protedlitica es baja, indicando que los péptidos derivados de la
desestabilizacion de la queratina en el sistema se acumulan; mientras, en los Gltimos tiempos de la
cinética se observo que la proteina soluble se mantuvo estable, por lo que el aumento de proteasas

en el sistema se relaciona con el consumo de la proteina.

6.3.4 Actividad de lipasa y pH
De acuerdo a diversos autores, la pluma de pollo puede contener desde un 2+0.15 hasta 28.1+0.23

% de contenido de grasa (Parrado et al., 2014), por lo que el analisis de actividad de lipasas en los
sistemas es relevante al proceso de degradacion tanto de la pluma sin tratamiento, como del material
queratinoso que tuvo un proceso de modificacion quimica y del complejo “pluma+Pb”. La actividad
de lipasa obtenida en los sistemas de degradacion se presenta en la figura 32. De manera general se
observa que en los tres sistemas se obtuvo actividad enzimética constante, siendo de nueva cuenta el
sistema que contenia la pluma oxidada el que obtuvo los mejores resultados en cuanto a la hidrdlisis
de lipidos presentes en la pluma. Ademds, se observd que los tres sistemas en el tiempo 0
obtuvieron concentraciones similares de lipasa, lo cual posiblemente sea debido a su arrastre al

momento de inocular los sistemas.
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Figura 32. Cuantificacién de actividad de lipasa para los sistemas de degradacion de pluma sin
tratamiento, pluma oxidada y pluma+Pb a 35°C.

En cuanto al sistema de la pluma sin tratamiento y la pluma oxidada, se observo que para el cuarto
dia de incubacidn se habia incrementado la actividad de lipasa respecto al tiempo 0, lo cual indica
que se llevé a cabo el consumo de los lipidos en ambos materiales analizados. Ademas, la actividad
enzimatica se mantuvo relativamente constante a lo largo de la cinética, donde ambos sistemas en el
dia 55 alcanzaron su maxima actividad en el dia 55 con 154.87+3.44 ug/mL (pluma sin tratamiento)
y 223.17+3.61 pg/mL (pluma oxidada). Finalmente para el final de la cinética, se observé que la
actividad del sistema de la pluma sin tratamiento aumentd, posiblemente debido a que como se
observé visualmente y en las determinaciones anteriores, el proceso de degradacion de la pluma
continua. En tanto, se observé un ligero decremento en la actividad de lipasa del sistema de pluma
oxidada debido posiblemente a un equilibrio en el consumo de lipidos del material. En el caso de la
pluma sin tratamiento, de igual manera se observéd un aumento en la actividad de lipasa hasta que en
el dia 8 el sistema obtuvo su maxima actividad con 179.15£3.18 ug/mL. Posterior a este tiempo, se
observd un decremento en la actividad enzimatica el dia 12, manteniendo la actividad de lipasa
entre 51 y 56 pug/mL hasta el dia 35, a partir del cual de nueva cuenta se incremento la actividad

hacia el final de la cinética.

Con lo anterior, se encontr6 que tanto el consorcio queratinolitico como P. putida tienen la
capacidad de utilizar los lipidos de los materiales queratinosos; ademas, lo observado en los
sistemas va de acuerdo a lo reportado por Parrado et al (2014), quienes analizaron la produccion de
lipasa de B. licheniformis y describieron que la expresion de actividad lipidica es inducida por la
presencia de plumas en el sistema. Ademas, se observd que en el sistema que contenia el complejo

“pluma+Pb” la actividad de lipasa no fue inhibida por la presencia de los iones metalicos en el
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sistema; sin embargo, se tendria que analizar si la presencia de Pb?* en el sistema de degradacion
tuvo influencia sobre una menor expresion de la enzima, ya que comparado a los sistemas que

contenian la pluma sin tratamiento y la pluma oxidada, la actividad de enzimas lipidicas fue menor.

En cuanto al monitoreo del pH de los tres sistemas a lo largo de la cinética (Figura 33), se observo
en el tiempo 0 los tres sistemas partieron de valores de pH entre 7 y 6.8, los cuales aumentaron a
partir del dia 4 de la cinética y se mantuvieron relativamente constantes entre pH 9.37 y 8.6, lo cual
es importante de resaltar debido a que las enzimas queratinoliticas son altamente reactivas en
valores de pH alcalino (Riffel et al., 2007). De acuerdo a Lo et al (2012) y de Oliveira et al (2016),
quienes analizaron el proceso de degradacion de pluma de pollo mediante Bacillus cereus Wu2 y
Bacillus sp. CL33A respectivamente, el incremento en el pH conforme avanza la bioconversion de la
queratina es debido a la produccion de amonio y otros compuestos alcalinos producto de la
desaminacién de péptidos y aminoacidos, que indican que los microorganimos pueden utilizar la
pluma como fuente de C, N y energia. Ademas, la alcalinizacion del medio es generalmente
empleado como indicador del potencial queratinolitico de cepas microbianas (Lateef et al., 2010).
Por lo anterior, se sugiere que los valores de pH que presentaron los sistemas a lo largo del proceso
de degradacion fueron adecuados para que los procesos enzimaticos previamente descritos se

llevaran a cabo.
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Figura 33. Monitoreo de pH durante la cinética de degradacién de la pluma sin tratamiento, pluma
oxidada y complejo "pluma+Pb"
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6.3.5 Concentracién de grupos —SH libres y liberacién de Pb?*
De acuerdo a Monod (2008), el mecanismo de degradacion de la queratina incluye procesos de

sulfitolisis, protedlisis seguido de un proceso de desaminacion. Aln cuando el patron de
degradacion no es claro hasta ahora, se ha descrito en diversos estudios la importancia de analizar el
proceso de sulfitolisis mediate la cuantificion de los grupos tiol en los sistemas de degradacion de
pluma de pollo. Por lo tanto, en la figura 34 se presentan los resultados de la cuantificacion de
grupos tiol libres durante la cinética de degradacion de la pluma sin tratamiento, pluma oxidada y
del complejo “pluma+Pb”. De manera general se observd que los tres sistemas partieron de una
concentracion de grupos tiol similar, debido posiblemente al arrastre de péptidos provenientes del
inoculo. En tanto, el sistema de la pluma oxidada fue el que obtuvo la mayor concentracion de
grupos tiol de los tres sistemas analizados, lo cual va de acuerdo a las determinaciones anteriores y

visualmente ya que es el sistema que presentd mayor grado de degradacion.
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Figura 34. Concentracién de grupos -SH para los sistemas de degradacion de la pluma sin
tratamiento, pluma oxidad y del complejo “pluma+Pb”

Se observo que los sistemas presentaron una baja concentracién de grupos tiol, la cual se mantuvo
entre 0.009 y 0.06 mM aproximadamente hasta el dia 16, a partir de donde se observé un aumento
en la concentracion. En el caso de la pluma sin tratamiento, éste aumento en la concentracién se
mantuvo relativamente constante hasta que a partir del dia 35 se observaron periodos de aumento y
disminucién en la conentracion hacia el final de la cinética debidos posiblemente a los periodos de
produccion-consumo descritos en la determinacion de proteina soluble. De acuerdo a las
determinaciones anteriores, el sistema de la pluma sin tratamiento es el que presenta el menor grado

de degradacion, por lo que se prevé que la concentracion de grupos —SH seguira aumentando ya que
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alcanzd la méaxima concentracién de grupos tiol el dia 70 con 0.2639+0.005 mM. En cuanto al
sistema de la pluma oxidada, se observé que continué aumentando la concentracion de grupos —SH
hasta el dia 44 donde alcanz6 su méaxima concentracién (0.345+0.004 mM). Posterior a este tiempo
se observd un decaimiento en la concentracion de grupos tiol en el sistema hasta el final de la
cinética, lo cual posiblemente es debido al consumo de los péptidos resultantes de la ruptura del
puente disulfuro por la accion microbiana. En el sistema que contenia el complejo “pluma+Pb”, se
observo que el aumento en la concentracion de grupos tiol se llevo a cabo en el sismtema hasta el
dia 30, a partir del cual se mantuvo constante hasta el dia 55 para posteriormente presentar un
incremento hacia el final de la cinética, alcanzando su méaxima concentracion el dia 70 con
0.334+0.015 mM. Este dltimo periodo de incremento en las concentraciones puede ser debido a la

produccién de proteina soluble en el sistema.

De acuerdo a Mohamad et al (2017), quienes analizaron la degradacién de pluma mediante
Pseudomonas sp. LM19, la formacién de grupos tiol en el sistema de degradacién es debido a la
ruptura de los puentes disulfuro y puentes de H causado en gran medida a la accion microbiana. Por
lo tanto esta reaccion es importante en el proceso de degradacion de la queratina debido a que ésta
puede ser degradada mas facilmente por enzimas proteoliticas después de la reduccion de los
puentes disulfuro, los cuales son los responsables de la alta estabilidad de la queratina y de su
resistencia a enzimas proteoliticas. Por lo anterior, se sugiere que tanto el consosrcio queratinolitico
como P. putida poseen actividad sulfuro reductasa, la cual de acuerdo a diversos autores es la
enzima responsable de la ruptura de los puentes disulfuro, ya que se ha reportado su actividad al
evaluar la degradacion de pluma de pollo mediante Stenotrophomona maltophilia, Bacillus subtilis
(RSE163 and RSE165 y Pseudomonas sp. LM19 (Jeong et al., 2010; Kornittowicz-Kowalska &
Bohacz, 2011; Gupta & Singh, 2014; Mohamad et al., 2017).

Respecto al sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb” donde se cuantifico la concentracion
de Pb?* liberados al medio debido a la degradacion del complejo, no se detectd liberacién de plomo
al medio por la degradacion del complejo “pluma+Pb”, por lo que se prevé que el contenido de
plomo en el sistema se depositd en otra matriz ya que los metales son compuesto no biodegradables
y sOlo pasan por procesos de transferencia de masa de un depdsito a otro. Respecto a las
observaciones realizadas visualmente del sistema de degradacion del complejo, las cuales se
presentan en la siguiente seccion (seccion 7.3.2), se observo que tanto el medio como la biomasa
presente en el sistema se tornaron de un color oscuro y al comparar con lo obtenido sobre la
cuantificacion de iones metalicos en el medio, se sugiere que los iones de Pb?* reaccionaron con
iones S? formando PbS, el cual fue biosorbido por la biomasa celular del consorcio queratinolitico

y P. putida. Lo anterior se relaciona con lo reportado por Chen et al (2015), quienes analizaron el
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proceso de biosorcion de Pb* mediante Bacillus thuringiensis, quienes demostraron que los iones
metalicos inmovilizados se podrian acumular en la célula en forma de precipitados, reportando que

dentro de los nano cristales formados podrian estar la galena (PbS).

Se han reportado diversos estudios donde se analiza la sorcién de Pb?* mediante diversos
microorganismos asi como el mecanismo por el cual se lleva a cabo el proceso de remocién por
accion de la biomasa. De acuerdo a Mufioz et al (2015) quienes analizaron el proceso de biosorcion
de Pb? mediante Klebsiella sp., reportaron mediante Energia de Dispersion de Rayos X vy
Microscopia de Transmision Electronica que en el proceso de biosorcion los iones metélicos se
fijaron en gran medida a la superficie celular (debido a los grupos funcionales como carboxil, amida
y fosfato presentes en la superficie de la célula) y en menor cantidad también apareci6 en el
citoplasma (debido a la induccién de metalotioneinas de bajo peso molecular).

6.3.6 Microscopia Electrénica de Barrido y fotografias de los sistemas de degradacién evaluados
De acuerdo al analisis microscopico planteado, se presentan los resultados obtenidos mediante EDS

y MEB sobre el complejo “pluma+Pb” y el sistema de degradacion, asi como fotografias donde se

evidencié la modificacion de los sistemas d degradacion evaluados.

En cuanto a la modificacion de los sustratos queratinosos evaluados, de manera general se observé
gue la estructura de la pluma sin tratamiento, la pluma oxidada y la utilizada como adsorbente de
Pb2* se modificd a lo largo de la cinética de degradacion, tal como se observa en las figuras 35, 36 y
38. Ademas, se observo que el proceso de degradacion de la pluma inici6 con la desaparicion de las
barbas y barbulas, seguido de la degradacion del raquis de la pluma, tal como describe Chaturvedi
et al (2014).

En el caso de la pluma sin tratamiento (Figura 35), se observo que hubo crecimiento de biomasa en
el sistema debido a que a lo largo de la cinética el medio se torn6 cada vez més turbio; ademas, a
partir del dia 4 (Figura 35B) el medio present6 una coloracion verde claro, evidenciando el
crecimiento de P. putida. Aun cuando se observo que las plumas estaban cada vez mas particuladas
conforme avanzd la cinética de degradacion, fue el sistema que mostré menor grado de degradacion
debido a que al final de la cinética (Figura 35H) alin se podian observar raquis y babulas que

conservaban su forma.
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Figura 35. Sistema utilizado para la degradacién de pluma sin tratamiento en A) Tiempo 0, B) 4 dias,
C) 13 dias, D) 24 dias, E) 44 dias, F) 55 dias, G) 64 dias y H) 70 dias.

En cuanto al sistema donde se evalud la degradacion de la pluma oxidada (Figura 36), se observd
que fue el sistema que obtuvo un mayor grado de degradacion debido a que a partir del dia 12
(Figura 36C) la estructura de las plumas se modificd considerablemente ya que el material se
deposité en el fondo del matraz, por lo que se prevé que el cardcter hidrofobo de la pluma
disminuyo debido a la actividad microbiana. Ademas, se observo que a partir del dia 4 (Figura 36B)
el medio adquiri6 un color verde, evidenciando al igual que en el sistema de pluma sin tratamiento
el crecimiento de P. putida en el sistema. Ademas, se observo que el medio se tornd cada vez mas
opaco debido al crecimiento de biomasa y de forma paralela, se denot6 la fragmentacion de la
pluma durante la cinética producto del consumo del sustrato. Finalmente a partir del dia 55 (Figura
36F) se denot6 la pérdida de las estructuras del raquis y babulas que conforman la pluma y hacia el
final de la cinética (Figura 36G y 36H) se observé que los depdsitos en el fondo de sistema
correspondian visualmente en su mayoria a biomasa formando agregados.

Como puede observarse, la degradacion en el sistema que contenia pluma oxidada fue mayor al
observado en la pluma sin tratamiento, lo cual sugiere que el tratamiento de oxidacion favorecié la
degradacion del material debido posiblemente a la exposicién de los puentes disulfuro de la
queratina descrito en la seccion 7.1.
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Figura 36. Sistema utilizado para la degradacién de pluma oxidada en A) Tiempo 0, B) 4 dias, C) 13
dias, D) 24 dias, E) 44 dias, F) 55 dias, G) é4 dias y H) 70 dias.

En cuanto al complejo “pluma+Pb”, primeramente se presentan los resultados obtenidos por EDS
(Figura 37), donde se evidencia la presencia de los iones Pb?* sobre la pluma oxidada posterior al
proceso de adsorcién, lo cual indica a su vez que los iones metalicos estaban presentes en el sistema
de degradacion del complejo. Ademas, se observd la presencia de otros iones como Cu, Ca, Na, Ky
Al, los cuales posiblemente forman parte de la pluma y plantean la posibilidad de que dentro del
proceso de adsorcion uno de los mecanismos por el cual se lleva a cabo el proceso sea por el

intercambio iénico de éstas especies por iones Ph?".
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Figura 37. Especiro EDS del complejo "pluma+Pb"
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Finalmente se presentan las imagenes del sistema donde se evalud la degradacion del complejo
“pluma+Pb” (Figura 38) asi como las imagenes obtenidas mediante MEB con el fin de observar la
modificacion estructural del complejo “pluma+Pb” debido a la accion tanto del consorcio como de
P. putida en los tiempos cero, 15, 45 y 70 dias de la cinética del sistema de degradacion del
complejo (Figuras 39, 40 y 41).

(E) (F) (G) (H)

Figura 38. Sistema utilizado para la degradaciéon del complejo “pluma+Pb” en A) Tiempo 0, B) 4 dias,
C) 13 dias, D) 24 dias, E) 44 dias, F) 55 dias, G) é4 dias y H) 70 dias.

Al inicio de la cinética se observo que entre el dia 0 y 4 (Figura 38A y 38B) el sistema comenzé a
adquirir un color oscuro diferente al generado en los sistemas utilizados como controles. A lo largo
de la cinética se observo que al centrifugar las muestras, la fase sélida contaba con el color
previamente descrito, por lo que se prevé que los iones de Pb?* presentes en el complejo
interaccionaron con iones 0 grupos que contenian azufre y éstos se depositaron en las células de la
biomasa. Ademas, en la figura 39, se observan las micrografias el complejo en el tiempo cero,

donde puede apreciarse un segmento de raquis y barbulas.
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Figura 39. Micrografias electrénicas de barrido del proceso de degradacién del complejo en el
tiempo cero. A) X1000 y B) X3500

En cuanto a la degradacion de la pluma, se observd que para el dia 12 (Figura 38C) ya habia dafio
estructural de la pluma ya que en el medio se encontraban barbas y barbulas separadas del raquis.
En cuanto a las micrografias obtenidas del complejo a los 15 dias de incubacion (Figura 40) se
observa que el dafio a la estructura provocado por la biomasa en el sistema en los primeros dias de
la cinética ocurre de manera superficial y denota la exposicion de fibras en el raquis. Ademas, se
observa una mayor colonizacion de la biomasa sobre las barbas y barbulas, lo cual es consistente
con lo reportado por (Kojima et al., 2008) quienes analizaron la degradacién de la pluma de pollo
mediante Bacillus pseudofirmus FA30-01 menciona que las primeras estructuras en ser
metabolizadas son las barbas mientras que el raquis es consumido en las Ultimas etapas del proceso.

V.

e ’ g X Lak
— 10pm CNMN 6/5/2017 lpm  CNMN 6/5/2017
5.0kV LED SEM WD 10.1mm 16:56:05 5.0kV LED SEM WD 10.1mm 17:02:57
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x5,500

Figura 40. Microgrdfias elecirénicas de barrido del proceso de degradacién del complejo
"pluma+Pb" al dia 15. A) X1000, B) X5000, C) X2000 y D) X5000

Posteriormente a partir del dia 24 (Figura 38D) se observé una alta fragmentacion de la pluma ya
que los restos de raquis y barbulas se depositaron en el fondo del sistema; y al cabo 45 dias (Figura
42) la fracturacion del raquis es evidente debido al aumento en la colonizacion y a las actividades
enzimaticas previamente descritas (Figura 42A y 42B). Ademas, es evidente la colonizacion de la
pluma en las diferentes estructuras que la componen, denotando una mayor exposicion de las fibras
internas y la presencia de colonias de mayor tamafo (Figura 42C). Al comparar con las
micrografias obtenidas del sistema, se retoma que en este tiempo se observo que en el sistema aln
se podian apreciar raquis completos, los cuales comenzaban a separarse de las barbas.

SN A ®)

10pm CNMN 5/11/2017 10pm  CNMN 6/5/2017
SEM WD 9.4mm 10:08:28 . 0KV > SEM WD 10.3mm 17:12:08
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Figura 41. Micrografias electrénicas de barrido
del proceso de degradacién del complejo
"pluma+Pb" al dia 45. A) X1000, B) X5000 y C)
X2000

(©)

I 10pm CNMN 6/5/2017
5.0kV LED SEM WD 10.3mm 17:17:47

Hacia el final de la cinética, se observo una disminucion importante de los depdsitos en el sistema,
hasta que en el dia 64 (Figura 38G) ya no se apreciaba la presencia de restos de raquis y sélo se
encontraban fragmentos de barbas muy pequefios. Ademas, se observé que al igual que en el
sistema de pluma oxidada, la biomasa presente en el sistema comenz6 a formar agregados alrededor
de los restos de pluma en el sistema. En el Gltimo tiempo de la cinética (70 dias) se observé que
tanto el consorcio queratinolitico como P. putida lograron una fragmentacion considerable de las
estructuras que conforman la pluma (Figura 43A y 43B) y formaron agregados donde se observa
que crecen alrededor de los fragmentos y los envuelven. Ademas, se observé una fracturacion aun
mayor de las fibras de la pluma (Figura XC), lo cual es favorable para una mayor cobertura del
sustrato mediante la biomasa en el sistema. Al comparar con las fotografias obtenidas del sistema de
degradacion, se observa que en macro escala ya no se distinguen como tal la forma de las plumas en
el sistema de degradacion, por lo que de acuerdo a las micrografias obtenidas se obtiene que existen
fragmentos muy pequefios de fibras y raquis de plumas, los cuales se espera que continten con el

proceso de degradacion.
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Figura 42. Microgrdfias electrénicas de barrido
del proceso de degradacion del complejo
"pluma+Pb" al dia 70. A) X1000, B) X2000, y C)

X5000
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Como se menciond anteriormente, se prevé que el proceso de oxidacion es el responsable de la
rapida degradacion de la pluma oxidada respecto a la pluma sin tratamiento. Sin embargo, el
sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb” presenté una menor velocidad de degradacion

respecto a la pluma oxidada, por lo que se prevé que la presencia de los iones Pb?" tuvo influencia
sobre la diversidad del consorcio.
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6.3.7 Andlisis de la diversidad microbiana del consorcio queratinolitico durante el proceso de
degradacion
Con el fin de evaluar la dindmica del consorcio queratinolitico durante la cinética de degradacion

del complejo “pluma+Pb” y de la pluma sin tratamiento, se presentan los resultados obtenidos del

analisis de secuenciacion masiva mediante la tecnologia lon Torrent.

Primeramente se llevo a cabo la extraccion del DNA total de diferentes tiempos evaluados durante
las cinéticas de degradacion, tomando en el sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb”
muestras a los 10, 45 y 70 dias, mientras que para el sistema de degradacion de la pluma sin
tratamiento solo se analizo la diversidad a los 70 dias. Ademas, se tom6 una muestra del inoculo del
consorcio queratinolitico como control, con el fin de ver el cambio en la diversidad debido a la
presencia de Pb?* en el sistema. Se evalud la pureza de las muestras mediante la relacion de
absorbancias 260/280 y se obtuvo la concentracion obtenida en cada muestra, las cuales se

presentan en la tabla 26.

Tabla 26. Relacién de absorbancias y concentraciones de DNA obtenidas en las muestras de los
sistemas del complejo “pluma+Pb” y Pluma sin tratamiento

Muestra Inéculo Pb (10 dias) Pb (45 dias) Pb (70 dias) P (70 dias)
A 260/280 1.74 1.88 1.91 1.85 1.75
Concentracién
de DNA 15.0 21.9 31.7 19.7 18.3
(ng/uL)

Ademas, se presenta el gel de agarosa al 0.05% en el cual se observa las muestras de DNA extraidas
de las muestras anteriormente mencionadas (Figura 43). Una vez confirmada la presencia de DNA
en las muestras, se procedié a realizar la amplificacion parcial del gen16S RNA de cada muestra
mediante PCR. En la Figura 44 se presenta el gel de agarosa al 2% de los productos de PCR de las

muestras de los sistemas de degradacion evaluados.
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Figura 43. Gel de agarosa al 0.05% Figura 44. Gel de agarosa al 2% de
de las muestras de DNA extraidas. los productos de PCR obtenidos de
Corrimiento de electroforesis a 100V la amplificacion de la regién V3.
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50 min.

Posteriormente, las muestras amplificadas por PCR se prepararon para el proceso de secuenciacion
masiva y en los resultados obtenidos, aquellos grupos que obtuvieron una proporcién relativa

menor al 1%, se agruparon en la categoria de “otros”.

En primera instancia, se obtuvo la clasificacion de cada una de las muestras por filo, presentando
los resultados obtenidos en la figura 45. De manera general se observa la dominancia de tres filos
principalmente en el consorcio queratinolitico, donde se observa que los Firmicutes son el grupo
con la mayor abundancia en el sistema utilizado para inocular los sistemas de degradacién. En el
caso del sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb”, se observd que conforme avanzé la
cinética, la abundancia de Firmicutes disminuyé en casi un 80%, mientras que las Proteobacterias
aumentaron de un 23% presente en el indculo hasta un 70%. Lo anterior descrito se observo en el
sistema de la pluma sin tratamiento al final de la cinética, aunque en menor proporcion ya que en el

dia 70 la proporcion de Firmicutes y Proteobacterias fue del 20 y 62%, respectivamente.
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Figura 45. Diversidad microbiana en los sistemas de degradacién del complejo “pluma+Pb” y pluma
sin fratamiento a nivelo de filo.

En cuanto a Bacteroidetes, se mantuvo presente tanto en el sistema de la pluma sin tratamiento
como en el sistema del complejo “pluma+Pb”, observando que en éste sistema presentdé una
disminucién en su abundancia a los 10 dias de la cinética de debido posiblemente a que los
microorganismos pertenecientes a este grupo pasaron por un periodo de adaptacién, ya que a la
mitad de la cinética conservd una abundancia del 14% hasta el final de la cinética. En cuanto al
sistema de la pluma sin tratamiento, se observo que la abundancia de éste grupo se mantuvo
posiblemente durante toda la cinética. Finalmente, aun cuando los filos englobados en la categoria
“otros” son menores al 1%, se observd que ésta aumentd al final de la cinética del sistema del
complejo, ya que posiblemente las condiciones del sistema comienzan a ser favorables para otros

microorganismos.

Al observar la diversidad poblacional de los sistemas en la categoria de familias, la cual se presenta
en la Figura 46, de manera general se observd el dominio de tres grupos principales:
Alcaligenaceae, Caulobacteraceae y Tissierellaceae, siendo los dos primeros pertenecientes al filo
Proteobacterias y el tercero a Firmicutes.

En cuanto al sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb”, se observo que desde el tiempo
cero (in6culo) hasta el final de la cinética, la proporcion de la familia Alcaligenaceae duplicé su
abundancia en el sistema, mientras que la familia Tisierellaceae se observd el efecto contrario, ya
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gue su abundancia se redujo del 40 al 4.8% en el mismo intervalo de tiempo, debido posiblemente a
que su mayor participacion en el proceso de degradacién de la pluma de pollo es en las primeras
etapas de solubilizacion de la queratina.

En cuanto al sistema de la pluma sin tratamiento, se observo de igual manera que la familia
Alcaligenaceae aumentd su abundancia, lo cual posiblemente indique que los microorganismos
presentes en esta familia tienen una alta participacion en el proceso de degradacion de la pluma de
pollo y ademas, presenta resistencia a la presencia de los iones de Pb?* en el sistema. En cuanto a
Tissierellaceae, se observo de igual manera la disminucion en su abundancia al paso de la cinética,
sin embargo, no disminuy6 en la misma proporcion que en el sistema que contenia el complejo
“pluma+Pb”, debido posiblemente a que el proceso de degradacion es mas lento y posiblemente atn

tiene participacion en el proceso de degradacion.

100% —+ W Xanthomonadaceae

90% -+ B Pseudomonadaceae
B Comamonadaceae
80% T W Alcaligenaceae

70% -+ Rhizobiaceae

60%
50% +
40%
30% +
20% +
10% +
0%

Inéculo Pb D10 Pb D45 Pb D70 P D70

W Caulobacteraceae
W Tissierellaceae

B Ruminococcaceae
W Lachnospiraceae
M Gracilibacteraceae
B Clostridiaceae

W Planococcaceae

W Sphingobacteriaceae
M Flavobacteriaceae
W Bacteroidaceae

m Otros

Figura 46. Diversidad microbiana en los sistemas de degradacion del complejo “pluma+Pb” y pluma
sin fratamiento a nivelo de familia

En cuanto a la familia Caulobacteraceae, se observo que su abundancia fue aumentando al paso de
la cinética del proceso de degradacion del complejo “pluma+Pb” ya que aumento de un 7.5%
presente en el indculo al 23% en el dia 70. Se prevé que en este caso, las condiciones en el sistema
fueron propicias para que especies pertenecientes a ésta familia presentaran un mayor dominio en el

sistema de degradacidn, posiblemente debido a la desestabilizacion de la pluma generada por el
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proceso de oxidacion, ya que de igual manera ésta familia esta presente en el sistema de la pluma
sin tratamiento; sin embargo, se cree que su abundancia se mantuvo durante toda la cinética ya que

la diferencia de su abundancia respecto a la del inoculo es minima.

En cuanto al sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb” se observdo que la familia
Rhizobiaceae, Pseudomonaceae, Clostridiaceae y Rumococcaceae obtuvieron una mayor
abundancia en este sistema de degradacion respecto a la obtenida en el sistema de la pluma sin
tratamiento, debido posiblemente a que la presencia de los iones Pb?* limito la proliferacion de otros
microorganismos, por lo que se sugiere que los microorganismos pertenecientes a éstas familias
tienen la capacidad de tolerar el plomo y/o de biosorber los iones metélicos (condicion descrita
previamente). En cuanto a las especies limitadas por la presencia de los iones metalicos, se sugiere
que los microrganismos pertenecientes a la familia Xanthomonadaceae podrian no ser tolerantes al
Pb?* debido a que se observd una abundancia del 1.7% en el sistema de degradacion de pluma sin
tratamiento en el dia 70. Respecto a la agrupacion de familias con abundancias menores al 1% en la
categoria de “otros”, se observd que representan el 12% de la abundancia relativa del indculo, la
cual en el sistema del complejo aument6 en los primeros 10 dias de la cinética hasta un 21% y
posteriormente disminuy6 hacia el final de la cinética (9.2%). Lo anterior posiblemente sea un
efecto de los iones Pb?* en el sistema, ya que la abundancia de ésta categoria en el sistema de la

pluma sin tratamiento represent6 el 13% en el dia 70 de la cinética.

Finalmente, al observar los resultados de diversidad de los sistemas de degradacion desde la
categoria de género (Figura 47) se observd que la abundancia relativa de la categoria “otros”
representa mas del 50% de la diversidad en todas las muestras analizadas. Por lo tanto, los géneros
especificos con mayor presencia en los sistemas de degradacién son los géneros Tisierella y

Alcaligenes en ambos sistemas.

En cuanto al sistema de degradacion del complejo “pluma+Pb”, la abundancia de los géneros
especificos identificados es Tissierella > Alcaligenes > Bacteroides > Agrobacterium > Myroides >
Sphingobacterium > Lutispora > Tepidimicrobium. Al comparar la diversidad del in6culo con la
presentada por el sistema de degradacion del complejo, se observé un aumento de la categoria
“otros” respecto a la inicial, representando al final de la cinética el 82% de la diversidad en el
sistema. Ademas, se observo que el género Tisisierella disminuy6 de 32 a 4.5% de abundancia,
mientras que Alcaligenes, que no tenia una abundancia mayor al 1% en el inoculo, en el sistema se

mantuvo en entre un 10y 6 %.
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Figura 47. Diversidad microbiana en los sistemas de degradacién del complejo “pluma+Pb” y pluma
sin fratamiento a nivelo de género

Respecto al sistema de la pluma sin tratamiento en el tiempo final, la diversidad en cuanto a géneros
especificos resulta ain menor que la obtenida en el sistema descrito anteriormente. En este caso, de
acuerdo a su abundancia relativa los géneros presentes en el sistema son Alcaligenes > Tissierella >
Tepidimicrobium y Myroides. Al comparar la diversidad respecto a la obtenida en el in6culo, se
observo que el género Alcaligenes, que en el inéculo contaba con una abundancia menor al 1%, al
dia 70 del sistema de degradacion del complejo obtuvo el 23% de la diversidad en el sistema. Caso
similar se observé con el género Myroidetes, aunque en menor proporcion. Ademas, se observd la
disminucién del género Sphingobacterium presente en el indculo (2.9%), el cual al final de la

cinética disminuyd a menos del 1% de abundancia.

En cuanto al género Agrobacterium, se observé que mantuvo una abundancia entre el 7'y 21% en el
sistema de degradacion del complejo, mientras que en el in6culo y en el tiempo final del sistema de
la pluma sin tratamiento obtuvo una abundancia menor al 1%, lo cual posiblemente sea debido a la
capacidad que presentan los microorganismos pertenecientes a este género de tolerar la presencia de
iones metalicos en el sistema. Lo anterior mencionado se observd también para el género Lutispora

en el sistema de degradacion del complejo.

Respecto a los dos géneros mas abundantes en los sistemas de degradacion, el género Alcaligenes

pertenece a la familia Alcaligenaceae y cuenta solamente con dos especies, las cuales son A.
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aquatilis y A. fecalis siendo los miembros de éste género aislados de suelos, sedimentos, residuos de
bioprocesos y agua. Dentro de las caracteristicas importantes de éste genero, es que se ha reportado
que algunos de sus miembros cuentan con capacidades de interés en proceso de biorremediacion
(Abbas et al., 2015) como Alcaligenes sp. AQ05-001, cepa reportada por Yusuf et al (2016) quienes
la reportan como una cepa tolerante a metales y con capacidad de degradar plumas. En cuanto al
género Tissierella, no se encontraron investigaciones sobre su capacidad queratinolitica; sin
embargo, Ikkert et al (2013) reportaron la capacidad de Tissierella P1 para formar HS utilizando
peptona como sustrato y de precipitar fostato de fierro. Por lo que se prevé que las cepas
pertenecientes a este género presentes en el cultivo cuenta con la capacidad de hidrolizar pluma de
pollo y de tolerar Pb?*, ya que estuvo presente en ambos sistemas analizados. En cuanto al género
Agrobacterium, se observé su mayor abundancia en el sistema del complejo “pluma+Pb”, lo cual va
de acuerdo a lo reportado por Chiboub et al (2016), quienes reportan la capacidad de
Agrobacterium sp. para tolerar concentraciones de Pb?* de 2.8 a 4 mM asi como otros metales

pesados.

De acuerdo a lo anterior y a la cinética de degradacion, el tratamiento del complejo “pluma+Pb”
obtenido en el proceso de adsorcion es factible mediante el uso del consorcio queratinolitico
adicionado de P. putida, ya que demuestra que el material queratinoso es degradable ain con el
proceso de modificacion quimica llevado a cabo y que los iones de Pb?* puede ser depositados en

una matriz de menor tamafo.
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actividades enzimaticas especificas (queratinasa y lipasa) e inespecificas (proteasa), las cuales
generaron la presencia de grupos —SH libres y tanto la produccion de péptidos solubles como de
aminodcidos, derivados de la hidrolisis del material queratinoso en el complejo “pluma+Pb”. En
cuanto a lo iones metalicos en el complejo, se encontrd que éstos fueron bioacumulados por la
biomasa generada en el sistema de degradacion, dando como resultado la contencion del
contaminante en una matriz de menor volumen. Al describir la diversidad microbiana del consorcio
queratinolitico, se identificaron los géneros Tissierella, Alcaligenes y Bacteroides como los méas
abundantes, los cuales ademéas han sido reportados tanto por su capacidad queratinolitica como por
su capacidad de bioacumular especies metalicas.

El presente trabajo de investigacion plantea al proceso de adsorcion de Pb?* utilizando pluma de
pollo oxidada tanto en sistemas estacionarios como continuos como una propuesta eficiente para la
biorremediacion de efluentes contaminados debido al aprovechamiento de un residuo natural
altamente disponible que ademas es factible de ser biodegradado por un consorcio caracterizado con
capacidad queratinolitica y de bioacumular plomo, lo cual describe la presente propuesta como un
proceso de remediacion integral.
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