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Resumen

La gestion de residuos, especialmente en el tratamiento de aguas residuales, es un desafio creciente
debido a la liberacion de metales pesados en ambientes acuaticos causado por actividades industriales,
y representa una amenaza a ecosistemas y la salud humana. Las Sustancias Poliméricas Extracelulares
(EPS) tienen propiedades unicas que las hacen efectivas como adsorbentes de metales pesados,
convirtiéndolas en una alternativa atractiva en la busqueda de soluciones sostenibles y
econdmicamente viables para la remocidon de estos metales. Esta tesis se centr6 en optimizar la
extraccion de EPS desde lodos de depuracion de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
con el fin de maximizar el rendimiento y su capacidad de adsorcion de cobre (Cu?") mediante el
disefio experimental como técnica estadistica. El método de extraccion utilizado fue una hidrdlisis
alcalina variando cuatro factores: concentracion de reactivo, temperatura, porcentaje en masa de lodo
en la mezcla de lodo y reactivo alcalino y el tipo de reactivo alcalino. Aunque no se alcanzaron las
condiciones Optimas entre las variables y niveles estudiados, se identifico que a 20°C, 10% p/p de
lodo y utilizando NaOH 1M se maximizaban los rendimientos de extraccion y capacidad de adsorcion
de las EPS (465 mg EPS/g SV y 46,5 mg Cu(Il) ads/g EPS, respectivamente). Adicionalmente, se
determiné que la temperatura y el porcentaje de lodo son las variables mas influyentes en el
rendimiento de extraccion, mientras que la concentracion de reactivo y el porcentaje de lodo son las
mas influyentes en la capacidad de adsorcion. La caracterizacion de extractos reveld una mayor
presencia de proteinas que polisacaridos, especialmente en los ensayos con altas concentraciones de
reactivos alcalinos. A diferencia de lo publicado en la literatura, aparentemente, el aumento de la
temperatura en la extraccion no incrementa la cantidad de EPS; sin embargo, lo que se observa en
este estudio es resultado de dos efectos, uno de ellos es la degradacion de macromoléculas provocada
por la temperatura y el debido a la pérdida de componentes moleculares de menor peso molecular
durante las etapas de didlisis previas a las pruebas de adsorcion. Se observaron mejores capacidades
de adsorcion utilizando Na;COj en lugar de NaOH como reactivo alcalino, pues la menor alcalinidad
permitié6 mantener mejor la integridad estructural de las EPS, manteniendo asi la actividad de los
grupos funcionales en su superficie, lo que favorece la adsorcion de iones metélicos. Los ensayos de
potencial Z indicaron que la interaccion electrostatica no explica completamente el comportamiento
de las EPS en los procesos de adsorcion, por lo que se requiere de una investigacion mas detallada de
los mecanismos que actian en este proceso. La principal limitacion del presente estudio fue el modelo
de regresion de primer orden utilizado en el disefio experimental, que no permitié una optimizacion
completa. Se recomienda llevar a cabo un disefio experimental con un modelo de regresion de

segundo orden siendo el Disefio Central Compuesto o el Disefio Box-Behnken adecuados para ello.



Abstract

Waste management, especially in wastewater treatment, is a growing challenge due to urban
development and the release of heavy metals into aquatic environments caused by industrial activities,
poses a threat to ecosystems and human health. Extracellular Polymeric Substances (EPS) have
unique properties that make them effective adsorbents for heavy metals, making them an attractive
alternative in the search for sustainable and economically viable solutions for metal removal. This
thesis focused on optimizing a process for the efficient extraction of EPS from sludges of Wastewater
Treatment Plants (WWTPs) to maximize the yield and their capacity for copper (Cu?") adsorption,
through experimental design as a statistical technique. The extraction method used was alkaline
hydrolysis, varying four factors: reagent concentration, temperature, percentage by mass of sludge in
the sludge-reagent mixture, and type of alkaline reagent. Although the optimal conditions were not
achieved, it was identified that at 20°C, 10% w/w sludge, and using 1M NaOH, extraction yields and
adsorption capacity of EPS were maximized (465 mg EPS/g SV and 46.5 mg Cu(Il) ads/g EPS,
respectively). Additionally, it was determined that temperature and sludge percentage are the most
influential variables on the extraction yield, while reagent concentration and sludge percentage are
the most influential on the adsorption capacity. Characterization of extracts revealed a higher presence
of proteins than polysaccharides, especially in trials with high concentrations of alkaline reagents.
Unlike what is published in the literature, apparently increasing the temperature in the extraction does
not increase the amount of EPS; however, what is observed in this study is the result of two effects,
one of them being the degradation of macromolecules caused by temperature and the other due to the
loss of molecular components of lower weight during the dialysis stages prior to adsorption tests.
Better adsorption capacities were observed using NaxCOs instead of NaOH as the alkaline reagent,
as the lower alkalinity allowed better maintenance of the structural integrity of the EPS, thus
maintaining the activity of the functional groups on its surface, favoring the adsorption of metal ions.
On the other hand, Z potential assays indicated that electrostatic interaction does not fully explain the
behavior of EPS in adsorption processes, thus requiring further investigation of the mechanisms
involved in this process. The main limitation of this study was the first-order regression model used
in the experimental design, which did not allow for complete optimization. It is recommended to carry
out an experimental design with a second-order regression model, with the Central Composite Design

or the Box-Behnken Design being suitable for this purpose.
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Nomenclatura

Notacion Variable o Definicion Unidad
ADS o0 Q, Capacidad de adsorcion de EPS ms CIIIE(II)IS) ads/g
NaxCOs Carbonato de sodio -
NaCl Cloruro de sodio -
Cy Concentracion de macromoléculas en el tiempo mg/L
CR Concentracion de reactivo alcalino M
Co Concentracion inicial de iones de cobre mg/L
Cao Concentracion inicial de macromoléculas mg/L
Ce Concentracion residual de iones de cobre en el equilibrio mg/L
k Constante de velocidad de reaccion min’!
p Densidad de lodo g/mL
EDTA Etilendiaminotetracético -
NaOH Hidroéxido de sodio -
Meps Masa de EPS g
MEgps seca Masa de EPS liofilizada mg
SViodo Masa de sélido volatil del lodo inicial g
mg Masa final de la probeta con agua y lodo adicionado g
m; Masa inicial de la probeta con agua g
MSR Metodologia de Superficie de Respuesta -
Cu(NO3)2 Nitrato de cobre -
My, Peso molecular g/mol
PTAR Plantas de tratamiento de Aguas Residuales -
%L Porcentaje de lodo % p/p
RA Reactivo alcalino -
RENDoR  Rendimiento de extraccion de EPS mg EPS/g SV
CER Resinas de intercambio catidonico -
ST Sélidos totales g/L
SV Sélidos volatiles g/L
EPS Sustancias Poliméricas Extracelulares -
T Temperatura °C
t Tiempo de reaccion min
Ve Volumen de agua final mL
Vi Volumen de agua inicial mL
|4 Volumen de la solucion de cobre L




Introduccion

Junto al crecimiento urbano aumenta el volumen de aguas residuales, por lo que su tratamiento
representa un desafio que ha llevado a la busqueda de nuevas soluciones que permitan mitigar su
impacto de manera mas eficiente. La importancia del tratamiento de aguas residuales radica en su
contribucion a la mejora de la calidad del agua que se devuelve al entorno natural. En este proceso
surgen los lodos sanitarios, que provienen de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y
son los elementos solidos y microorganismos separados durante el tratamiento biologico del agua
residual. Estos suelen ser un problema, pues en grandes voliimenes su tratamiento, almacenamiento
y transporte es costoso. La gestion y estabilizacion de estos lodos resulta imperativa antes de su
disposicion o posible reutilizacion. Los lodos estabilizados son denominados biosélidos y ofrecen la
posibilidad de ser aprovechados con muchos beneficios, tal como la remediacioén de suelos, pues su
alto contenido de nitrégeno y fosforo permite la adicion de nutrientes, la mejora de la estructura y la
capacidad de retencién de agua de los suelos. No obstante, esta practica estd sujeta exigencias y
restricciones sanitarias para su manejo, principalmente por su alto contenido de patogenos, metales
pesados, microplésticos y la emanacion de fuertes olores (Peccia & Westerhoff, 2015). Otro uso
ampliamente abordado es el proceso de digestion anaerdbica para la conversion de materia organica
en biogas; no obstante, el digestato constituye un residuo cuya gestion y manejo representa un alto
porcentaje de los costos operacionales de una PTAR, alrededor de un 40% (Cambi, 2022). Estas
problematicas presentes en los sistemas de gestion de residuos actuales abren las puertas hacia la

busqueda de practicas mas sustentables en el tratamiento de lodos provenientes de PTAR.

El crecimiento de la actividad industrial en las Gltimas décadas también ha llevado a un aumento
significativo de liberacion de iones de metales pesados a los ambientes acuatico, que son altamente
toxicos y persisten en las cadenas troficas, representando una gran amenaza para el ecosistema y la
salud humana. De acuerdo la OMS, el Cu?" es el que plantea la preocupacion mas inmediata (Wei,
2017); por esto se ha vuelto prioridad la busqueda de soluciones efectivas, sostenibles y
econdmicamente viables para la remocion de estos metales. El uso de biosorbentes obtenidos a partir
de lodos sanitarios para la adsorcion de metales ha generado interés como una posible respuesta. En
particular, interesa el uso de Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS), gracias a su bajo costo, alta
eficiencia en la remocion de metales pesados y disponibilidad. Debido a sus propiedades quimicas y
estructurales Unicas, estas sustancias son candidatas prometedoras para la remocidon de metales

pesados en aguas contaminadas y, por lo tanto, en la proteccion de los ecosistemas acuaticos.

En el ambito de la investigacion sobre las EPS, no existe una estandarizacion en los métodos de
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extraccion utilizados. Se evidencia una amplia variabilidad en los métodos utilizados hasta la fecha,
donde al modificar las condiciones de extraccion, es posible obtener composiciones de EPS que
cumplan funciones especificas, de acuerdo con el contexto de aplicacion. Por ende, se puede proponer
que la eleccion del "mejor" método de extraccion esta intrinsecamente ligada al fin especifico para el
que se utiliza la EPS (Hong et al., 2017). Esta personalizacion es uno de sus principales atractivos,
pues permite la creacion de biopolimeros con propiedades adaptadas a diversos usos. Por ello, esta
investigacion se centra en optimizar la extraccion de EPS provenientes de lodos sanitarios para

maximizar su potencial como adsorbente de metales pesados como cobre.

En este trabajo se examinaron distintas condiciones de extraccion por hidrolisis alcalina, variando la
temperatura, la concentracion de reactivo, el porcentaje en masa de lodo en la mezcla de lodo y
reactivo y el tipo de reactivo alcalino, y se analizd el efecto de estas variables en el rendimiento de
extraccion y en la capacidad de adsorcion de las EPS. Mediante la comprension y andlisis del proceso
de extraccion, la contribucion de sus variables operativas, el uso del disefio experimental y el método
de superficie de respuesta como técnica estadistica, se buscd mejorar el rendimiento de extraccion y
la capacidad adsorbente de esta tecnologia, lo que a su vez puede contribuir significativamente al
desarrollo de soluciones ambientales mas sostenibles en los procesos de gestion de la contaminacion

por metales pesados.

Las sustancias poliméricas extracelulares o EPS son polimeros complejos de alto peso molecular
(My>10.000) producidos por la actividad bacteriana y la adsorcion de materia organica en las aguas
residuales (Tang et al., 2021). Dichos biopolimeros se forman a partir de la sintesis bioldgica,
hidrolisis de macromoléculas; o bien, como producto de la lisis bacteriana y son responsables de la
integridad estructural y funcional de las biopeliculas. Las EPS son un recurso potencial de
polielectrolitos y tienen diversas aplicaciones, ya sea como alternativa a los surfactantes en la
remediacion de suelos para mejorar la capacidad de retencion de agua, y como material para fabricar
nanocompuestos que pueden emplearse para la recuperacion de metales de las aguas residuales

mediante biosorcion (Solon et al., 2019), entre otras.

Aunque es dificil predecir su composicion con exactitud, las proteinas y los carbohidratos son los
componentes dominantes en las EPS (75-90%). También contienen otras macromoléculas en menor
proporcion, tales como lipidos, acidos nucleicos y sustancias htimicas. La Tabla 7.1, (Ver Anexo 7.1)
resume algunos rangos de composicion de EPS registrados en literatura. La alta concentracion de
macromoléculas organicas naturales, convierte a las EPS en interesantes adsorbentes (Zhang et al.,

2014), razon por la cual importa su estudio.

Existen diversos trabajos que demuestran la efectividad de multiples métodos de extraccion de EPS
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a partir de lodos sanitarios y biopeliculas, pero pocos han sido optimizados para maximizar la
eficiencia de extraccion. Por lo general, se utilizan métodos fisicos, quimicos o combinaciones de
ellos para extraer EPS. Entre los métodos fisicos se destaca la centrifugacion a baja y alta velocidad,
la agitacion, la ultrasonicacion y el tratamiento térmico. Los métodos quimicos, por otro lado, abarcan
técnicas que utilizan compuestos como el 4cido etilendiaminotetracético (EDTA), resinas de
intercambio cationico (CER), NaOH, NaxCOs y NaCl. Este estudio se centr6 en determinar los efectos
de las variables de operacion y optimizar la extraccion de EPS mediante la hidrélisis alcalina
(ensayando con NaOH y Na>COs) sometido a calentamiento, una combinacion de métodos fisicos y
quimicos que ha demostrado una extraccion eficaz de EPS. Para optimizar este proceso es importante
conocer los principales factores que causan un mayor impacto en la obtencion de EPS. Basado en
estudios previos, se establecid que los factores mas relevantes e influyentes sobre el rendimiento de
extraccion de las EPS a partir del contenido en sélidos volatiles de la biomasa de partida
(mgTSeps/gV Sviomasa) son: pH, temperatura, porcentaje en de lodo en la mezcla de lodo y reactivo, y

el tipo de reactivo alcalino utilizado. Algunas caracteristicas se detallan a continuacion:

e pH: puede generar importantes variaciones en la carga y la solubilidad de las sustancias. Por un
lado, un pH bajo tiende a protonar grupos con cargas negativas, lo que reduce la repulsion entre
las moléculas de EPS y, en algunos casos, hace que se vuelvan menos solubles. Por otro lado, un
pH muy alto puede disminuir la solubilidad de las EPS cargadas positivamente. Este parametro
es controlado mediante la concentracion del reactivo alcalino utilizado.

e Temperatura: al trabajar a altas temperaturas (60-80°C), se obtienen los mayores rendimientos de
extraccion (Bou-Sarkis et al., 2022). Ademas, condiciones extremas de temperatura pueden
también favorecer la lisis bacteriana y disrupcion de células. La literatura ha reportado que la lisis
bacteriana es algo que debe ser evitado pues “contamina” la EPS (Ras et al., 2011), pero existe
cierto desconocimiento general del efecto que puede tener este fendmeno en las aplicaciones
especificas de EPS. En particular, no se ha reportado evidencia que demuestre que evitar la lisis
celular promueva la capacidad de las EPS como adsorbente. Comte et al.(2006) abordd la
distincion entre la EPS soluble y ligada, donde la segunda se obtuvo aplicando procedimientos de
extraccion con condiciones mas agresivas que promovian la lisis celular. En cuanto a capacidad
de adsorcion, se observo que la EPS soluble exhibia mayor afinidad hacia los iones metélicos,
aunque los rendimientos de extraccion disminuian, implicando que la prevencion de la lisis celular
no siempre es favorable. Este escenario plantea una dicotomia que ha sido objeto de discusion en
esta area ya que, debido a los retos analiticos que se enfrentan para identificar y caracterizar los

EPS funcionales, se debe evaluar de manera critica los métodos actuales de extraccion y
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caracterizacion espectrofotométrica, que a menudo evitan comprometer la integridad de las
células (Seviour et al., 2019). En resumen, se deberia enfocar el método de extraccion de EPS en
funcion a la aplicacion final del producto.

e Tipo de reactivo alcalino: la seleccidon de reactivo alcalino utilizado en la hidrélisis alcalina no

solo condiciona los rendimientos de extraccion que se pueden alcanzar, sino que también puede
influir en la estructura y propiedades de las EPS extraidas (Comte et al., 2006). Bou-Sarkis et al.,
(2022) comprobo que el NaOH permitié una mejor solubilizacion del EPS en comparacion con el
NaxCO;3, pero la capacidad de precipitar EPS formadores de gel a pH acido fue mayor en ensayos
con Na2CO:s. Estas diferencias en funcionalidad de las EPS resultan de gran interés en el presente
estudio, pues se busca evaluar si condiciones de mayor extraccion van necesariamente ligadas a
EPS con buenas capacidades de adsorcion.

e Porcentaje de lodo en la mezcla de lodo y reactivo: la busqueda de una proporcion dptima entre

lodo y solucién alcalina es fundamental para maximizar la extraccion de EPS y aprovechar al
maximo los recursos utilizados. Cuando el porcentaje de lodo en la mezcla de lodo y reactivo es
el suficiente, se asegura que todo el lodo presente se solubilice, liberando asi la mayor cantidad
posible de EPS. Pero, si el porcentaje de lodo es muy bajo, no habra suficiente reactivo para
solubilizar el lodo presente, mientras que si es muy alta, habra un exceso de reactivo alcalino que

se traduce en un mal manejo de los recursos.

Las EPS tienen gran presencia de grupos funcionales anidnicos, como carboxilos, fosforilos,
sulthidricos, fendlicos e hidroxilos, que favorecen la adsorcion de metales y sustancias organicas. La
adsorcion con EPS implica una interaccion entre iones metéalicos cargados positivamente y EPS
cargados negativamente, donde los distintos los grupos funcionales ionizables contribuyen a la carga
anionica neta del biopolimero. Los principales mecanismos de adsorcion reportados en literatura se

encuentran en el Anexo 7.1.2.

Cabe destacar que los estudios existentes de optimizacion de parametros relacionados con la
extraccion de EPS se enfocan ya sea en criterios que optimizan las condiciones para la remocion de
metales pesados, o bien, en procesos de optimizacion de la recuperacion de proteinas a partir de lodos
activados. Hasta el momento, no se han realizado estudios que establezcan una relacion directa entre
las metodologias de extraccion de EPS y la capacidad adsorbente que el producto final puede alcanzar.
Por lo tanto, esta investigacion se centrd en relacionar ambos parametros en la busqueda de mejorar
la obtencion de extractos de EPS, que podria potencialmente convertirlo en un aporte fundamental

para este campo de estudio.
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Objetivos

2.1.0Dbjetivo general

Determinar las mejores condiciones de extraccion de EPS desde lodos mediante disefio experimental

para maximizar el rendimiento y la capacidad adsorbente de cobre.
2.2.0Dbjetivos especificos

e Estudiar el efecto de las variables de operacion en el proceso de extraccion de EPS sobre la
cantidad de proteinas y polisacéridos en las EPS.

e Estudiar la relacion entre la composicion de EPS y su capacidad de adsorcion de cobre.

e Determinar las variables mas influyentes sobre las respuestas (rendimiento de extraccion de
EPS y capacidad de adsorcion de cobre) mediante la construccion de graficas de superficie de

respuesta y analisis estadistico.
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Metodologia

3.1. Caracterizacion de lodos

Todos los experimentos realizados en este estudio emplearon lodos residuales concentrados obtenidos
de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) distribuidas a lo largo de toda la Region del
Bio-Bio. Los lodos extraidos se sometieron a procesos previos de deshidratacion y espesamiento, por
lo que el lodo utilizado en este trabajo corresponde a un lodo desaguado. En el estudio de la eficiencia
de las extracciones, es fundamental tener la composicion inicial de la materia prima para comparar

metodologias de extraccion, por lo que el lodo utilizado fue sometido a una caracterizacion previa.
3.1.1. Determinacion de densidad de lodo

En primer lugar, considerando que la densidad corresponde a la cantidad de masa en un determinado
volumen, para determinar la densidad aparente del lodo en cuestion se siguid el siguiente

procedimiento:

Utilizando una probeta tarada se maso (m;), un determinado volumen inicial de agua (V;), luego se
le agregd lodo a cada una de las probetas con agua y se volvieron a masar (my). Finalmente, se

observo la graduacion de las probetas para determinar el volumen final (V).

Con estas variables, se determiné la densidad del lodo utilizando la Ecuacion 3.1.

Ecuacién 3.1

Donde p es la densidad en (g/mL), m; la masa inicial de la probeta con agua (g), my la masa final de
la probeta con agua y lodo adicionado (g), V; es el volumen de agua inicial (mL) y V el volumen final

luego de afiadido el lodo (mL).
3.1.2. Determinacion de solidos totales (ST) y volatiles (SV)

Para determinar los solidos totales (ST) y los sélidos volatiles (SV), se sigui6 la metodologia estandar
descrita por APHA et al. (2005). Para el andlisis de ST se agregd un volumen determinado de la
muestra de lodo en un crisol de porcelana limpio y seco. Luego se llevé a estufa a 105 + 5 °C por un
minimo de dos horas, con tal de asegurarse que se llegue a una masa constante. Al ser retirado, se
dejo enfriar en el desecador para luego registrar su masa. Con estos datos se calcularon los ST

utilizando la Ecuacion 3.2
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(A-B)-1000 Ecuacion 3.2

% ST(g/L) = ————

Donde A es la masa del residuo seco + crisol (mg), B la masa del crisol (mg) y C es la masa de la

muestra himeda + crisol (mg).

Para el analisis de SV, la muestra se calciné a 550 + 50°C por 2 horas y luego de enfriado se registrd

sumasa final. Para determinar la cantidad de SV, se reemplazaron los datos registrados en la Ecuacion

3.3.

(A-D)-1000 Ecuacion 3.3

% SV(g/L) = =

Donde D es la masa del residuo calcinado + crisol (g).

Los detalles del procedimiento experimental para el calculo de ST y SV del lodo se encuentran en el

Anexo 7.3.1.1.
3.2.Ajuste de cinética de hidrdlisis para extraccion de EPS

Antes de comenzar con los experimentos de extraccion de EPS, se realizaron pruebas que permitieron
estudiar la cinética que ocurre durante el proceso de la hidrolisis alcalina, con el objetivo de
corroborar que su comportamiento llega a un estado estacionario y asi lograr definir un tiempo de
reaccion adecuado que asegure la reaccion completa. Para ello, se llevaron a cabo tres experimentos
que permitieron estudiar tanto los efectos de la temperatura como del pH en la cinética de reaccion.

La Tabla 3.1 describe las condiciones de cada uno.

Tabla 3.1: Condiciones de operacion para ensayos A, By C de extraccion de EPS.

E Temperatura Concentracion Porcentaje de Reactivo
nsayo °O) reactivo alcalino (M) lodo (%) p/p alcalino
A 20 0,05 10 NaCOs

B 80 0,05 10 Na,COs

C 20 1 10 NaxCOs3

Para estudiar dicha cinética se cuantificaron proteinas y polisacaridos de cada ensayo, en intervalos

de tiempo determinados, recolectando muestras a los 20 min, 40 min, 60 min, 120 min y 24 hrs.

Tradicionalmente, los efectos acumulativos de los diferentes procesos que tienen lugar durante la
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hidrolisis son simplificados en una tUnica cinética de primer orden para la biodegradacion de los
sustratos (Vavilin et al., 2008). No obstante, la tendencia de los puntos obtenidos sugiere la potencial
existencia de una cinética de pseudo primer orden, por lo que se propuso el modelo empirico descrito

en la Ecuacion 3.4 para el ajuste de los datos experimentales.

Cy = Cyo(1 — ek Ecuacion 3.4

Donde C, es la concentracion de la respectiva macromolécula en el tiempo, en mg/L, C,o es la
concentracion inicial de macromoléculas en el lodo utilizado, en mg/L, k es la constante de velocidad

de reaccion, en min~! y t corresponde al tiempo de reaccion, en minutos.

Una reaccion de este tipo en una hidrdlisis implica que la velocidad de reaccion es directamente
proporcional a la concentracion del reactante, y que a medida que aumenta el tiempo transcurrido, el
término exponencial disminuye, lo que se traduce en que la reaccion se aproxima hacia un estado

estacionario donde la concentracion sélo depende de la constante de la velocidad de reaccion.
3.3. Disefio experimental

La eficiencia de extraccion de EPS depende de diversos factores, que no siempre interactuan de la
misma forma, por lo que es fundamental planificar una experimentaciéon que permita recopilar los
datos necesarios para el analisis estadistico de la forma maés eficiente posible. El disefio experimental
permite estudiar los efectos de varios factores, tanto de manera individual, como la interaccion que

exista entre ellos, sobre una o varias respuestas.
3.3.1. Diseiio factorial completo con puntos centrales

Un disefio factorial corresponde a un disefio experimental que sirve para estudiar el efecto individual
y de interaccion de varios factores sobre una o varias respuestas cuando se tiene el mismo interés
sobre todos los factores. (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, s. f.). Los factores pueden ser de tipo
cualitativos o cuantitativos, y para estudiar la influencia de cada factor en la respuesta se requiere de
al menos dos niveles para cada factor. Teniendo esto en cuenta, el disefio factorial completo corre
aleatoriamente todas las combinaciones posibles con los niveles de factores que se estan investigando

mediante una matriz de disefio experimental.

Este estudio contempla un modelo de disefio factorial 2# con tres puntos centrales, lo que resulta en
19 experimentos que se llevaron a cabo para explicar la relacion entre las variables y su respuesta.

Ademas, el uso de un modelo de regresion permite predecir el valor de la respuesta de salida segun
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el valor que se le otorga a cada factor. De esta forma, el modelo de regresion utilizado describe el

comportamiento tanto de las variables como sus interacciones y se representa en la Ecuacion 3.5.

Y:ﬁo +ﬁ1'X1 +ﬁ2'X2 +ﬁ3'X3+ﬁ4'X4+ﬁlz'X1'X2 EcuaCién3.5
+,313'X1'X3 +ﬁ14‘X1'X4+,823'X2'X3
+ Bra Xy Xy + P3s X3 Xyt €

Donde Y es la respuesta, - X;, X,, X3 y X, son variables independientes asignadas segun los factores

asignados en el disefio, Bo, B1, B2, B3s Bas Piz> Piz> Pras Bazs Bza Y B34 son los coeficientes de

regresion del modelo y € es el error experimental.
3.3.2. Analisis de varianza ANOVA

El analisis de varianza, conocido como ANOVA, es una técnica estadistica utilizada para determinar
si los efectos experimentales son lo suficientemente grandes para que garanticen diferencia a nivel

proceso (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

Para este estudio se consider6 un nivel de confianza del 95% (a=0.05), lo que implica aceptar como
significativo un resultado estadistico solo si la probabilidad de que ocurra por azar es menor al 5%.
Por ende, si el valor-p obtenido en el ANOVA es menor o igual a 0.05, se puede concluir con un nivel
de significancia del 95% que existe una diferencia significativa entre al menos dos muestras
analizadas. Por otro lado, si el valor-p es mayor a 0.05, no se tiene suficiente evidencia para rechazar

la hipdtesis nula y se considera que el resultado no es estadisticamente significativo.
3.3.3. Metodologia de superficie de respuesta

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) representa un enfoque experimental y analitico
que permite identificar las condiciones Optimas de operacion de un proceso, es decir, aquellas que
producen los valores ideales en uno o més parametros de calidad del producto (Gutiérrez Pulido &
de la Vara Salazar, 2008). Es fundamental diferenciar entre las regiones de operabilidad y
experimentacion, ya que el punto dptimo que se busca podria ubicarse en cualquier parte de la region
de operabilidad, sea dentro o fuera de la region experimental inicial. En situaciones donde el proceso
estd establecido y comprendido, es muy probable que el 6ptimo esté dentro de la region experimental
original. Por otro lado, para procesos mas nuevos y desconocidos, es probable que el punto de interés
se ubique fuera de la region experimental inicial, lo que requerird realizar experimentos secuenciales

y usar técnicas analiticas adicionales.
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La Figura 3.1 representa lo anterior, donde se aprecia que, para encontrar el punto éptimo, es preciso
desplazar la region de andlisis y correr un nuevo disefio experimental que considere dicho punto para

asi estudiar los efectos de la curvatura pura.

Region de operabilidad

Mejor tratamiento

N
Punto 6ptimo o ' /

Factor X; (factor B)

Region
experimental

x

I Factor X, (factor A) {

Figura 3.1: Esquema de mejor tratamiento, punto optimo, region experimental y region de operabilidad de la MSR
(Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar; s. f.).

Teniendo en cuenta los factores relevantes en la extraccion de EPS desde lodos sanitarios y su
influencia en la capacidad adsorbente, se determiné estadisticamente el nivel de impacto de cada

factor estudiado sobre el producto final, para asi, determinar las mejores condiciones de extraccion

de EPS.

Para este caso, se definieron cuatro factores relevantes en la extraccion de EPS: tipo de reactivo
alcalino, concentracion del reactivo alcalino, temperatura y porcentaje de lodo en la mezcla de lodo
y reactivo. El primero corresponde a un factor de tipo cualitativo, mientras que los demas son
cuantitativos. El tiempo de reaccion corresponde a una condicion fija de 24 horas, tiempo que asegura
una reaccion de solubilizacion completa para todos los experimentos, lo cual es corroborado mediante
el ajuste cinético. Ademas, se definio el dominio experimental, que consta de dos niveles para cada
factor. La Tabla 3.2 detalla los niveles asignados a cada factor que consisten en los rangos que

favorecen la extraccion de EPS, segiin lo determinado por estudios previos (Espinoza, 2022).

Tabla 3.2: Rango experimental para la evaluacion de factores en la optimizacion de extraccion de EPS.

Nivel
Factor Notacion  Unidad
Min (-1) Central (0) Max (+1)
Reactivo alcalino RA - NaOH NaOH Na;COs
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Concentracion de

. } CR M! 0,05 0,525 1
reactivo alcalino
Temperatura T °C 20 50 80
Porcentaje de lodo %L Y%p/p 10 30 50

I Molaridad

Con un disefio factorial 2% no replicado de dos niveles y tres valores centrales, se obtuvieron 19
combinaciones de variables y niveles que corresponden a los experimentos evaluados aleatoriamente.
Se agregaron ademds dos experimentos adicionales que corresponden a los puntos centrales para el
segundo reactivo alcalino, Na>xCOs, resultando en 21 experimentos totales. Se utilizo el ‘software’ de
disefio de experimentos Modde 7® para realizar el andlisis estadistico de datos a partir de la matriz
de experimentos representada en la Tabla 7.3 (Ver Anexo 7.2). Ademas, se hizo un andlisis de varianza
y regresion para determinar la influencia de cada variable sobre la respuesta y asi mejorar el proceso

de extraccion de EPS, segln los criterios de la Tabla 7.4 (Ver Anexo 7.2).
3.4.Extraccion de EPS

Existen varios métodos registrados para la extraccion de EPS; sin embargo, estudios previos
determinaron que la hidrdlisis alcalina es el método que extrae la mayor cantidad de EPS ttil para
este propodsito (Espinoza, 2022). Por esto es que se empled dicho método en el presente estudio,
basdndose en el procedimiento planteado por Lotti etal., (2019) que consiste en cuatro etapas
fundamentales de purificacion posterior a la hidrélisis alcalina. Dicho procedimiento se esquematiza

en la Figura 3.2 y la Figura 3.3.

e ™
Lodo Extraccion de EPS mediante Centrifugacion a
desaguado hidrdlisis alcalina a distintas 10000 G por 20
condiciones de operacién min
( . . . . .
Fibras Liofilizacion Dialisis con Filtracién de
de EPS a -40°C por membranas de sobrenadante
seca 72 hrs peso molecular de con membrana
L corte de 3500 Da L de 0.7 um )

Figura 3.2: Procedimiento utilizado para extraccion y purificacion de EPS.
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Figura 3.3: Esquema de procedimiento de extraccion de EPS.

3.4.1. Hidrolisis alcalina

Para la extraccion de EPS, se llevé a cabo una hidrolisis alcalina utilizando dos reactivos, pellets de
NaOH de calidad de analisis y Na,CO3 anhidrido de calidad de andlisis. Los reactivos fueron
obtenidos desde Merck Chile S.A. Se prepararon las soluciones segun la concentracion, temperatura
y porcentaje de lodo deseado en un vaso precipitado y se dejaron en agitacion durante un periodo de
24 horas. Adicionalmente, se registrd el pH de la solucion utilizando un medidor de pH (Hanna
Instruments, HI2002 Edge® pH/ORP, EE.UU). Los detalles del procedimiento experimental para la

hidroélisis alcalina se encuentran en el Anexo 7.3.2.1.
3.4.2. Centrifugacion

Esta corresponde a la primera etapa de purificacion para rescatar las EPS presentes en la solucion
hidrolizada. Para ello se trasvasijo la muestra ya hidrolizada a tubos Falcon de 50 mL y se
centrifugaron a 10000 G por 20 minutos (Heraeus, Biofuge primo, Alemania). Una vez acabado, se
recolectd el sobrenadante, rico en EPS, en un vaso precipitado para luego ser llevado a las etapas

posteriores.
3.4.3. Filtracion

El proceso de filtrado de muestras se llevo a cabo en dos etapas, un filtrado utilizando una bomba de
vacio con un filtro de fibra de vidrio de 1 um y posteriormente con un filtro de fibra de vidrio 0,7 um.

Ambos filtros se obtuvieron desde Merck Millipore Ltd. Cabe destacar que los filtros se cambiaron
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repetidamente por su rapida saturacion.

Ademas, para acelerar el proceso de filtrado, en especial para los experimentos con grandes
volumenes de muestra, se utilizé en simultaneo un sistema de ultrafiltracion (Merck, Amicon® Stirred

Cells, Alemania) con filtros de fibra de vidrio de 1 um y 0,7 um, respectivamente.
3.4.4. Purificacion mediante dialisis

Para esta etapa se utilizaron membranas de dialisis de celulosa regenerada con peso molecular de
corte de 3500 Da, obtenidas desde Merck Chile S.A. Estas membranas permiten que las EPS se
concentren dentro de ellas, mientras que el resto de los componentes de menor peso molecular se

liberen debido al cambio de gradientes.
3.4.5. Liofilizacion

Por ultimo, la liofilizacion corresponde a un proceso de deshidratacion de la muestra donde, gracias
al fenomeno de la sublimacion, se pudo obtener un extracto de EPS seco a partir del liquido
previamente purificado. La muestra dializada se traspaso a potes plésticos de 400 ml, procurando no
llenarlos para incrementar la superficie de contacto, y se congelaron en un ultrafreezer (Haier
Biomedical, Congelador Biomédico de -25°C, China). Utilizando un liofilizador (Labconco, Freezone
6, EE.UU) las muestras se dejaron liofilizando a -40°C por alrededor de 72 horas, o hasta obtener

fibras secas de EPS.

3.5.Caracterizacion de EPS

La caracterizacion de EPS obtenidas se llevd a cabo cuantificando el contenido de proteinas y
polisacaridos, mientras que para estudiar las cargas superficiales de las EPS se llevaron a cabo
ensayos de potencial Z. Para todos los ensayos, se diluyeron los extractos liofilizados de EPS en agua
milli-Q, asegurandose en obtener una muestra liquida homogénea para llevar a cabo los andlisis a

continuacion.
3.5.1. Proteinas

La cantidad de proteina presente en los distintos extractos de EPS fueron medidos utilizando el
Método de Bradford (Bradford, 1976). El protocolo que se sigui6 se encuentra detallado en el Anexo
7.3.4.

3.5.2. Polisacaridos
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La cantidad de polisacéaridos existentes en cada extracto de EPS fueron determinados siguiendo el

método fenol-sulftirico. El protocolo que se sigui6 se encuentra detallado en el Anexo 7.3.5.
3.5.3. Potencial Z

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccidn electrostatica (o de carga)
entre las particulas, y es uno de los parametros fundamentales que se sabe que afectan la estabilidad.
Este método se uso para determinar las cargas superficiales y el punto isoeléctrico para cada extracto
de EPS, con el objetivo de determinar su comportamiento molecular. Para aquello, se utilizd un

equipo analizador de potencial zeta (Microtrac, Stabino Zeta Particle Charge Mapping, EE.UU).
3.6.Rendimiento de extraccion

El rendimiento de extraccion de EPS puede ser expresado como la razon entre la masa de EPS
liofilizada (Mgps secq) v 10s solidos volatiles del lodo inicial a partir del cual se realizé la extraccion

(Lotti et al., 2019). Dicho parametro se calcula utilizando la Ecuacién 3.6.

R — MEPS seca <@) Ecuacién 3.6
S Vlodo g

3.7.Adsorcion de cobre

La capacidad de adsorcion de cobre de la EPS extraida fue el pardmetro por el cual se defini6 la
calidad, definiendo asi los mejores parametros de extraccion hacia la adsorcion de este metal. Esta
capacidad de adsorcion del sorbato se calcula mediante diferencia de concentraciones, basada en el

balance de materia. La Ecuacion 3.7 describe lo anterior.

(€, —C,) v (mg Cu(ll) adsorbidO) Ecuacion 3.7

Qe = g EPS

Mgpg

Donde Q, (%) corresponde a la masa de soluto adsorbida por unidad de masa de adsorbente, o bien,

. ., m e e m .,
su capacidad de adsorcion, C, (Tg) es la concentracion inicial de cobre, C, (Tg) la concentracion

residual de cobre en el equilibrio, mgps (g) es la masa del sorbente (EPS) y V (L) es el volumen de

la solucion.

Los ensayos de adsorcion de Cu(Il) se llevaron a cabo mediante el método de dialisis para ensayos
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batch, planteado por Wei et al.(2017) y la solucion madre estandar de Cu(Il) utilizada se prepar6
disolviendo Cu(NOs3); en agua Milli-Q a una concentracién de 50 mg/L. En concreto, se colocaron
membranas de didlisis de corte de 3500 Da llenas con 20 mL EPS disueltas (250 mg/L) en matraces
de 250 mL que contenian 200 mL de la solucion madre preparada de Cu(Il). La solucion se llevo a
pH 5, pues a pesar de que la adsorcion aumenta con el pH, trabajar con pH superior a 5,5 lleva a la
formacion de precipitado que pueden inducir errores en la mediciones de capacidad de adsorcion
(Espinoza, 2022). Los matraces fueron luego llevados a la incubadora de agitacion (Biobase, Small
Capacity Thermostatic Shaking Incubator - BJPX-N, China) y se dejaron por 12 horas bajo agitacién
constante (150 rpm) a temperatura ambiente (20°C). Después de la agitacion, se detectd la
concentracion de metales pesados dentro y fuera de la membrana de dialisis mediante absorcion
atdmica con atomizacion de llama, una técnica estandar ampliamente utilizada para medicion de
metales a nivel de trazas. Finalmente, se calcul6 el contenido de metales pesados adsorbidos. El

protocolo més detallado del procedimiento de adsorcion se encuentra en el Anexo 7.3.3.
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Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion del lodo

En primer lugar, se determin6 la densidad aparente del lodo utilizado siguiendo la metodologia
presentada en el Capitulo 3.1. Utilizando la Ecuacion 3.1, los resultados obtenidos para dicho

parametro se muestran en la Tabla 7.7 (Ver Anexo 7.4.1).

Promediando los cuatro ensayos realizados, se obtuvo una densidad aparente de lodo de
1,2821 £ 0,001 g/mL. La densidad del lodo es muy variable y depende principalmente de su
composicion y procedencia, sin embargo, segiin lo reportado en bibliografia, la densidad de lodos
desaguados va entre los 1,2 y 1,4 g/mL (Turovskiy & Mathai, 2006), por ende, el valor obtenido esta

dentro de los parametros esperados.

Otro procedimiento para caracterizar el lodo utilizado en la experimentacion corresponde a la
determinacion de solidos totales y volatiles. Para ello se implement6 el método estandarizado
planteado en el Capitulo 3.1.2. La Tabla 7.8 (Ver Anexo 7.4.1) expresa el porcentaje calculado tanto

para solidos totales como volatiles.

Promediando las tres muestras medidas, se obtuvo un porcentaje de sélidos totales de 14,06% y
volatiles de 9,71%. Estos resultados proporcionan informacién valiosa al momento de determinar los

rendimientos de extraccion y en la eventual optimizacion del proceso.
4.2.Estudio de ajuste de cinética de hidrolisis para extraccion de EPS

Siguiendo la metodologia detallada en el Capitulo 3.2, y teniendo en cuenta que para estudiar la
cinética de la hidrolisis se utilizaron las técnicas de Bradford y el método fenol-sulfurico, para la

cuantificacion de proteinas y polisacaridos, respectivamente, se obtuvieron los siguientes resultados:

En la Figura 4.1 se observa el ajuste de los tres ensayos al modelo planteado de cinética de pseudo
primer orden, tanto para proteinas (a) como polisacaridos (b). Se determind que las EPS se solubilizan
aceleradamente durante las primeras 4 horas (240 min) para luego alcanzar una concentracion
maxima en su estado estacionario. Esto permitié comprobar que el tiempo puede ser omitido como
variable en el disefio experimental, al dejar las muestras la suficiente cantidad de tiempo donde se

alcance el maximo nivel de solubilizacion.

Por otro lado, el comportamiento del ensayo B revela que el incremento de temperatura genera un
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aumento significativo en la cantidad de macromoléculas cuantificadas, lo cual puede ser un indicio
de una degradacion de macromoléculas de mayor peso molecular. No obstante, también presentan
una mayor dispersion de datos, que puede deberse a la alta heterogeneidad del lodo inicial. El efecto
del incremento de pH se evidencia al comparar los ensayos A y C, donde es evidente que el ensayo
que trabaja a concentraciones mas altas de reactivo alcalino (Ensayo C), induce a una mayor
cuantificacion de macromoléculas en la EPS. Ruiz-Hernando et al., (2015), descubri6 que el
tratamiento alcalino solubiliz6 las proteinas de alto peso molecular, mientras que el tratamiento
térmico las desnaturalizo, hallazgos que sugieren que tratamiento térmico y alcalino pueden alterar la
distribucion del peso molecular de las EPS. A pesar de que estos ajustes permitieron definir la
tendencia de la solubilizacion en el tiempo, resultaria interesante estudiar y cuantificar la posible

degradacion de las macromoléculas y los efectos que puede tener sobre la cinética de la hidrdlisis.

Proteinas Polisacéridos

L

3 EnsayoA
3 EnsapoB
Ensayo C
— Ajuste A
——— Ajuste B
juste G

T EnsapA
3 EnsaoB
% Ensayo C
——— Auste A

——Ajuste B
Aste C

Concentracion (mg/L)
@
8
Concentracion (mg/L)

(a)

Tiempo (min) Tiempo (min)

(b)

L
1000 1500

Figura 4.1: (a) Ajuste de datos experimentales de cuantificacion de proteinas para los ensayos A, B, y C a modelo
cinético de pseudo primer orden para concentraciones iniciales de proteina de 194 mg/L (b) Ajuste de datos
experimentales de cuantificacion de polisacaridos para los ensayos A, B, y C a modelo cinético de pseudo primer orden
para concentraciones iniciales de polisacaridos de 124 mg/L. Ensayo A:20°C, 10% lodo y Na:COs 0,05M; Ensayo B:
80°C, 10% lodo y Na:COs 0,05M; Ensayo C: 20°C, 10% lodo y Na>:COs IM.

4.3.Caracterizacion de EPS

4.3.1. Proteinas y polisacaridos

En base a la cuantificacion de proteinas y polisacaridos de los extractos de EPS mostrada en la

Figura 4.2, las condiciones de extraccion para el experimento 12 obtienen un mayor porcentaje de
estas macromoléculas sobre el total de 1a masa de EPS, con un 50% de la EPS contenida por proteinas
y polisacaridos de alto peso molecular restantes luego de la purificacion. Las condiciones de

operacion utilizadas en dicho ensayo corresponden a una temperatura de 80°C, 10% p/p de lodo y el
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reactivo alcalino utilizado fue NaxCOs; a 1M. Mientras que, el experimento 14 es el que obtuvo
menores porcentajes, con 21% de proteinas y polisacaridos contenidas en la masa total de la EPS
liofilizada. Las condiciones de operacion de ésta tltima corresponden a una temperatura de 80°C,
50% p/p de lodo y el reactivo alcalino utilizado fue Na,COs3 a 0,05M. Se evidencia el efecto que tiene
el pH en la solubilizacion de la matriz de EPS, pues los experimentos con mayor alcalinidad extraen
un mayor porcentaje de proteinas de mayor peso molecular. Esto se puede atribuir a que un pH mas
elevado induce una mayor carga negativa de las cadenas de aminoacidos 4cidos que favorece la
repulsion entre moléculas. Dicha repulsion potencia las interacciones proteina-agua, contribuyendo a

la mejora de la solubilidad de las proteinas (Bou-Sarkis et al., 2022).

Se aprecia que, en la mayoria de los experimentos, el contenido de proteinas es el mas alto, lo cual es
consistente con lo mostrado por una serie de estudios que involucran extraccion de EPS desde lodos
sanitarios (Wei et al., 2017).
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Figura 4.2: Porcentajes de proteinas y polisacaridos sobre la masa total de EPS para cada extracto. Variables de
operacion para cada experimento: Exp 1: 20°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 2: 80°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp
3: 20°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 4: 80°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 5: 20°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 6: 80°C,
10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 7: 20°C, 10% lodo, NaOH IM; Exp 8: 80°C, 10% lodo; NaOH IM; Exp 9: 20°C, 50%
lodo, Na:COs 0,05M; Exp 10: 80°C, 50% lodo; Na:COs 0,05M; Exp 11: 20°C, 50% lodo, Na:COs IM; Exp 12: 80°C,
50% lodo, Na:COs IM; Exp 13: 20°C, 10% lodo; Na:COs 0,05M; Exp 14: 80°C, 10% lodo, Na:COs 0,05M; Exp 15:
20°C, 10% lodo, Na:COs IM; Exp 16: 80°C, 10% lodo, Na:COs IM; Exp 17: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 18:
50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 19: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 20: 50°C, 30% lodo, Na:COs 0,525M;
Exp 21: 50°C, 30% lodo, Na:CO3 0,525M.

Estos resultados inciden directamente en la pureza de los extractos de EPS, pero no permiten definir
el porcentaje de EPS extraida desde el lodo inicial. Por ende, para evaluar cada experimento en
términos de eficiencia de extraccion de macromoléculas, se observo el contenido de proteinas y

polisacaridos extraido por cada experimento con respecto a la cantidad inicial de estas
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macromoléculas presentes en el lodo inicial (Figura 4.3), obteniendo los mejores resultados en el
experimento 3, con condiciones de temperatura de 20°C, 10% p/p de lodo y utilizando NaOH 1M. Se
observa que los experimentos bajo condiciones agresivas resultan en menos contenido de proteinas y
polisacéridos y, por ende, una menor cantidad de EPS. Esto puede deberse a la alta degradacion de
macromoléculas provocada y la consecuente eliminacion de las EPS de menor peso molecular en las

etapas de purificacion.
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Figura 4.3: Porcentaje dentro del rango de pesos moleculares mayores a 3500 Da de proteinas y polisacaridos del total
en extracto liofilizado para cada experimento. Variables de operacion para cada experimento: Exp 1: 20°C, 50% lodo,
NaOH 0,05M; Exp 2: 80°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 3: 20°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 4: 80°C, 50% lodo, NaOH
IM; Exp 5: 20°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 6: 80°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 7: 20°C, 10% lodo, NaOH 1M;
Exp 8: 80°C, 10% lodo; NaOH IM; Exp 9: 20°C, 50% lodo, Na:COs 0,05M; Exp 10: 80°C, 50% lodo; Na:COs 0,05M;
Exp 11: 20°C, 50% lodo, Na:CO3 IM; Exp 12: 80°C, 50% lodo, Na:COs IM; Exp 13: 20°C, 10% lodo; Na:COs 0,05M;
Exp 14: 80°C, 10% lodo, Na:COs 0,05M;_Exp 15: 20°C, 10% lodo, Na:COs IM; Exp 16: 80°C, 10% lodo, Na:COs I1M;
Exp 17: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 18: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 19: 50°C, 30% lodo, NaOH
0,525M; Exp 20: 50°C, 30% lodo, Na:COs3 0,525M; Exp 21: 50°C, 30% lodo, Na:COs 0,525M.

El tratamiento alcalino inducido con altas temperaturas ioniza los grupos funcionales comunes en los
componentes del EPS, como lo son los grupos amino de las proteinas y los grupos carboxilicos de los
polisacaridos. Esto no solo puede desestabilizar la matriz de EPS e inducir fragmentacion, pero
también puede causar la lisis de la membrana celular y la fuga de sustancias celulares internas,

resultando en una alta degradacion de las moléculas presentes en la EPS (Hong et al., 2017).

Por el proceso de didlisis utilizado para purificar los extractos de EPS, los componentes finales s6lo
representan aquellos con pesos moleculares mayores a 3500 Da, por lo que proteinas y polisacaridos
altamente degradados no pudieron apreciarse en las mediciones, pues se perdieron en los procesos de
purificacion. Wu et al. (2021) comprobo que la composicion del EPS cambiaba después de la dialisis

porque el EPS crudo perdia las moléculas pequefias de proteinas y polisacaridos durante esta etapa.
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Especificamente, estos autores estimaron que las proteinas, polisacaridos y ADN disminuyeron en un
39,3%, 39,2% y 16,2%, respectivamente, luego de la purificacion. Por ende, aquellos experimentos
que combinan las condiciones mas agresivas para cada variable operativa tienen menor rendimiento
(relativo) de EPS. Por ejemplo, en el experimento 8, que oper6 a temperatura de 80°C, 50% p/p de
lodo y utiliz6 NaOH 1M, se cuantific6 tan solo un 3,6% de proteinas y un 5,8% de polisacaridos
luego de la purificacion; estos resultados pueden llevar a la conclusion erronea de que condiciones
extremas de reaccion reducen el rendimiento de EPS cuando en realidad se estd perdiendo gran
cantidad de moléculas pequefias en la fraccion descartada del proceso de purificacion. Si bien es
complejo notar la tendencia de los datos por las interacciones entre variables, es evidente que las

condiciones moderadas corresponden a las mejores para extraer EPS.

4.3.2. Potencial Z
El punto isoeléctrico corresponde al pH que alcanza la solucion en la que la carga neta de la EPS es
cero. Si el pH se encuentra por encima del punto isoeléctrico, la carga superficial de la EPS es
anionica, dado que tiene predominancia de grupos cargados negativamente, y, por tanto, las moléculas
de carga similar mostraran fuerzas de repulsion. Caso contrario, cuando el pH de la solucion es
inferior a su punto isoeléctrico, la carga superficial de la EPS es cationica, por lo que predominan los

grupos cargados positivamente en la superficie de la EPS.

Tabla 4.1: Punto isoeléctrico de cada extracto obtenido.

Experimento Punto isoeléctrico Experimento Punto isoeléctrico

EXP 1 1,90 EXP 12 1,85
EXP 2 1,95 EXP 13 1,83
EXP 3 2,05 EXP 14 1,48
EXP 4 2,00 EXP 15 2,25
EXP S 1,98 EXP 16 2,05
EXP 6 1,85 EXP 17 2,70
EXP 7 2,28 EXP 18 1,65
EXP 8 2,20 EXP 19 2,35
EXP 9 1,78 EXP 20 1,80
EXP 10 2,05 EXP 21 1,55
EXP 11 1,73

En este caso, dado que las adsorciones fueron realizadas bajo pH 5, todos los experimentos que se
llevaron cabo demuestran un comportamiento anidnico (pI < pH solucién), lo que favorece la
interaccion con cationes metalicos mediante interacciones electrostaticas en los procesos de

adsorcion. A mayores valores de pH, dado que la superficie de la EPS se carga negativamente, se
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incrementa la capacidad de la EPS de interactuar con metales pesados cargados positivamente, como

lo es el Cu?"

Este ensayo busc6 comprender cudles son los mecanismos que predominan en el proceso de adsorcion
utilizando las EPS extraidas. No obstante, observando los datos y comparando con las capacidades
de adsorcion obtenidas para cada extracto, no se cumple la tendencia de que los extractos con cargas
superficiales mas anidnicas adsorben mayores concentraciones de cobre. Esto lleva a la suposicion
de que deben coexistir mas de un mecanismo que colaboran en el proceso de adsorcion, requiriendo
de una investigacion mas profunda para explicarlo. Este resultado va de acuerdo con lo reportado en
literatura, pues debido a la gran diversidad y complejidad de la composicion de las EPS, en los nichos
practicos suelen darse simultineamente multiples mecanismos de adsorcion (W. W. Li & Yu, 2014).
Algunos autores plantean que el mecanismo de adsorcion implica una combinacion de interaccion

electrostatica, intercambio idnico, complejacion y precipitacion (Pagliaccia et al., 2022).

4.4.Rendimiento de extraccion de EPS

El rendimiento de extraccion de las EPS obtenidas se determin6 siguiendo el procedimiento descrito

en el Capitulo 3.6 y por medio de la Ecuacion 3.6.
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Figura 4.4: Rendimientos de extraccion de los 21 experimentos realizados. Variables de operacion para cada
experimento: Exp 1: 20°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 2: 80°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 3: 20°C, 50% lodo,
NaOH IM; Exp 4: 80°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 5: 20°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 6: 80°C, 10% lodo, NaOH
0,05M; Exp 7: 20°C, 10% lodo, NaOH IM; Exp 8: 80°C, 10% lodo; NaOH 1M; Exp 9: 20°C, 50% lodo, Na:COs 0,05M;
Exp 10: 80°C, 50% lodo; Na2COs 0,05M; Exp 11: 20°C, 50% lodo, Na:COs IM; Exp 12: 80°C, 50% lodo, Na:COs I1M;
Exp 13: 20°C, 10% lodo; Na:CO;s 0,05M; Exp 14: 80°C, 10% lodo, Na>2COs 0,05M;_Exp 15: 20°C, 10% lodo, Na:COs
IM; Exp 16: 80°C, 10% lodo, Na:COs IM; Exp 17: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 18: 50°C, 30% lodo, NaOH
0,525M; Exp 19: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 20: 50°C, 30% lodo, Na2COs 0,525M; Exp 21: 50°C, 30% lodo,
Na:CO3 0,525M.
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La Figura 4.4 compara los resultados del rendimiento de extraccion, donde se observa que el
experimento 3 obtuvo el mayor rendimiento de extraccion a 20°C, 10% p/p de lodo y NaOH a 1M ;
en este se cuantificd la mayor cantidad de proteinas y polisacaridos desde el lodo inicial. Estas
observaciones hacen suponer que la hidrdlisis moderada no deteriora la estructura macromolecular
de la EPS evitando la eliminaciéon de macromoléculas aptas para la adsorcion durante la etapa de

purificacion.

Adicionalmente, la Tabla 4.2 comprara los resultados del rendimiento de extraccién obtenidos
mediante diversos métodos, donde se destaca que las mejores condiciones de rendimiento obtenidas
son mayores que las obtenido por estudios que utilizaron los mismos métodos de extraccion, como el
de Hong et al. (2017); el cual también comprobd que dicha metodologia obtiene los mayores niveles
de lisis celular, que puede resultar en una sobreestimacion de EPS debido a posibles fugas de
compuestos intracelulares, dependiendo siempre de la aplicacién que se le quiera dar al producto.
Para determinar si la lisis celular interfiere en los resultados obtenidos de rendimientos de extraccion,
resultaria interesante estudiar la cuantificacion del contenido de ADN en el extracto, pues un menor

contenido de ADN presente en la EPS es indicio de baja lisis celular (Hong et al., 2017).

Se evidencia que los valores de rendimiento se encuentran dentro de los rangos obtenidos por los
diversos métodos de extraccion, en particular los correspondientes a métodos fisico-quimicos. Los
resultados demuestran que la hidrolisis alcalina es un método eficiente para extraer EPS, si se realiza
bajo las condiciones correctas. Se sugiere estudiar el efecto de la didlisis para comprobar su efecto en
el rendimiento de extraccion y capacidad adsorbente de las EPS, basandose en el postulado que las

moléculas de menor menores tamafio también podrian ser aprovechadas en el proceso.

Tabla 4.2: Rendimientos de extraccion de EPS reportados en literatura distribuidos segiin el método de extraccion

utilizado.
Método de Rendimiento de extraccion (mg/g SV) Referencia
extraccion
Formaldehido/NaOH 164 (Hong et al., 2017)
165 (Liu & Fang, 2002)
198 (Guibaud et al., 2005)
120 (Dominguez et al., 2010)
CER 51 (Hong et al., 2017)
58 (Liu & Fang, 2002)
198 (Guibaud et al., 2005)
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120 (Dominguez et al., 2010)

NaOH + calor 421 (@ 80°C) (Hong et al., 2017)
Calor 57 (Guibaud et al., 2005)
39 (Dominguez et al., 2010)
58 (@ 80°C) (Liu & Fang, 2002)
Sonificacion 172 (Hong et al., 2017)
26 (Guibaud et al., 2005)

4.5.Capacidad adsorbente de los extractos de EPS
La capacidad de adsorcion de los extractos obtenidos permitid completar el segundo objetivo
especifico del estudio, pues permite relacionar de manera directa los efectos que tiene la composicion
de las EPS sobre la capacidad de adsorcion de metales y, por ende, la calidad del producto. Figura 4.5

desprende los resultados de los ensayos de adsorcion en una solucion conocida de Cu?*
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Figura 4.5: Capacidades de adsorcion para cada extracto de EPS. Variables de operacion para cada experimento: Exp
1: 20°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 2: 80°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 3: 20°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 4:
80°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 5: 20°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 6: 80°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 7: 20°C,
10% lodo, NaOH IM; Exp 8: 80°C, 10% lodo; NaOH IM; Exp 9: 20°C, 50% lodo, Na>CO:s 0,05M; Exp 10: 80°C, 50%
lodo; Na:COs3 0,05M; Exp 11: 20°C, 50% lodo, Na:CO3 IM; Exp 12: 80°C, 50% lodo, Na:COs IM; Exp 13: 20°C, 10%
lodo; Na:COs 0,05M; Exp 14: 80°C, 10% lodo, Na:COs 0,05M; _Exp 15: 20°C, 10% lodo, Na:COs IM; Exp 16: 80°C,
10% lodo, Na:COs IM; Exp 17: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 18: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 19:
50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 20: 50°C, 30% lodo, Na:CO3 0,525M; Exp 21: 50°C, 30% lodo, Na:COs 0,525M.

Analizando las capacidades de adsorcion de cada extracto se destaca que los experimentos con
Na>CO3 obtienen los mejores resultados, en comparacion con los que utilizaron NaOH. Los
experimentos 11, 12 y 14 son los que demuestran capacidades de adsorcion por sobre los 47 mg Cu
ads/g EPS, indicando que el NaxCOs puede ser mas selectivo en la obtencion de componentes que

beneficien la adsorcion de Cu(Il) en comparacion con NaOH. Se propone que la menor alcalinidad
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permite preservar mejor la integridad estructural de las macromoléculas que componen las EPS
durante la extraccion, manteniendo asi la actividad de los grupos funcionales en su superficie, lo que
favorece la adsorcion de iones metalicos (Li et al., 2022). Para comprobar dicha integridad y evaluar
los niveles de actividad de los grupos funcionales, se sugiere la realizacion de ensayos FTIR para
estudiar el efecto de la composicion de la superficie en la adsorcion de metales. Ademas, se propone
evaluar la presencia de metales alcalinotérreos, tales como Na, K, o0 Mg unidos a la EPS, pues pueden
interferir en las mediciones de la capacidad de adsorcion debido a una competencia por los sitios

activos entre esos metales y el cobre (Wu et al., 2021).

Jin et al. (2014). reporta que las EPS que contienen proteinas tienen grupos funcionales mas
abundantes, como los grupos amino y carboxilo, que favorecen la adsorcion de iones metalicos. Por
lo tanto, se postula que establecer condiciones de extraccion de EPS con mayor cantidad de proteinas

puede favorecer la adsorcion de iones metalicos en una produccidén masiva.

Debido a la importancia de determinar la interaccion entre los métodos de extraccion y su influencia
en los rendimientos de adsorcién de cobre, se determind una variable de rendimiento global que
evallla ambos parametros para proponer una condicién favorable. Para obtener este parametro, se

multiplicaron ambas respuestas con tal de representar la cantidad de cobre que ha logrado adsorber
la EPS.
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Figura 4.6: Rendimiento global de extraccion para los 21 experimentos. Variables de operacion para cada experimento:
Exp 1: 20°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 2: 80°C, 50% lodo, NaOH 0,05M; Exp 3: 20°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp
4: 80°C, 50% lodo, NaOH IM; Exp 5: 20°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 6: 80°C, 10% lodo, NaOH 0,05M; Exp 7:
20°C, 10% lodo, NaOH IM; Exp 8: 80°C, 10% lodo; NaOH IM; Exp 9: 20°C, 50% lodo, Na:COs 0,05M; Exp 10: 80°C,
50% lodo; Na:COs 0,05M; Exp 11: 20°C, 50% lodo, Na:COs IM; Exp 12: 80°C, 50% lodo, Na:COs IM; Exp 13: 20°C,
10% lodo; Na:COs 0,05M; Exp 14: 80°C, 10% lodo, Na:COs 0,05M;_Exp 15: 20°C, 10% lodo, Na:COs IM; Exp 16:
80°C, 10% lodo, NaxCOs IM; Exp 17: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 18: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp

19: 50°C, 30% lodo, NaOH 0,525M; Exp 20: 50°C, 30% lodo, Na:COs 0,525M; Exp 21: 50°C, 30% lodo, Na:CO:s
0,525M.
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Asi, se aprecia que el experimento 3 obtiene los mejores resultados en términos de eficiencia de
extraccion de EPS y adsorcion de cobre, el cual se llevo a cabo a 20°C, 10% p/p de lodo y utilizando
NaOH IM. Este ensayo no solo obtiene altas eficiencias en la remocion de cobre, sino que también
obtiene un buen rendimiento de extraccion. En la seccidon a continuacion se validé mediante andlisis

estadistico si dicha condicion corresponde al mejor punto dentro del rango experimental.

4.6.Analisis estadistico de experimentos

Los resultados obtenidos, si bien ofrecen informacion valiosa, no son suficientes para llegar a una
conclusion definitiva o determinar la existencia de un punto 6ptimo. Es por ello que se llevo a cabo
la metodologia de superficie de respuesta que considero todas las variables de operacion relevantes y
analizd sus posibles interacciones. Este enfoque permitié una evaluaciéon mas rigurosa y una
identificacion mas precisa de las condiciones Optimas, o bien, de las tendencias que optimicen los
resultados. En primer lugar, se llevo a cabo el analisis estadistico considerando todas las variables y

sus interacciones para dos respuestas, el rendimiento de extraccion y la capacidad de adsorcion.

Investigation: Optimizacion EPS (MLR)
Summary of Fit
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Figura 4.7: Resumen de ajuste para las respuestas de rendimiento de extraccion y capacidad de adsorcion de EPS.
(Fuente: Modde 7)

La Figura 4.7 resume el ajuste del modelo analizado, donde se aprecian cuatro parametros relevantes
para cada respuesta estudiada: R?, Q?; validez del modelo (Model Validity) y la reproducibilidad
(Reproducibility); las cuales se encuentran definidas en el Anexo 7.1.3.1. Al analizar el rendimiento
de extraccion, se observa que el R? es mas alto y la reproducibilidad del modelo es buena, indicando
que modelo se ajusta bien a los datos; sin embargo, un R? elevado no significa que necesariamente el
modelo sea bueno, considerando que Q? y la validez del modelo son negativos. Cuando la validez del
modelo es inferior a 0,25 implica que el error del modelo es significativamente mayor que el error
puro, por lo tanto, se recomienda eliminar términos insignificantes para mejorar la validez. En este

caso, la reproducibilidad del modelo es 1, lo que indica que el error puro es 0; es decir, que a las
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mismas condiciones las respuestas son idénticas, pero esto probablemente no es representativo del

verdadero error.

Por otro lado, la respuesta de capacidad de adsorcion muestra una validez de modelo alta y un R?
moderado, pero el Q? y la reproducibilidad son negativas. En casos como estos, un Q? bajo suele
deberse a términos insignificantes en el modelo. Ademas, que la reproducibilidad sea inferior a 0,5
significa que el error puro es grande, el nivel de ruido es alto y no se puede evaluar la validez del
modelo. Esto se traduce en valores de R? y Q? bajos, por lo que se deberia buscar mejorar la

reproducibilidad.

Considerando lo anterior, para obtener superficies de respuesta estadisticamente validas para cada

respuesta fue necesario ajustar el disefio experimental de acuerdo con siguientes tres parametros:

e Comprobacion de mejor transformacion de la respuesta: en el caso que los valores de respuesta

varien de orden de magnitud, es recomendable realizar una transformacion de potencia de Y
(respuesta). En el caso de detectar necesidad de una transformacion, el grafico Box Cox determina
la mejor transformacion para la respuesta.

e Significancia de las variables y sus interacciones sobre la respuesta: para mejorar el Q* y la

validez del modelo, es recomendable eliminar los términos menos significantes. Esto se puede
verificar visualizando las graficas de coeficientes de regresion (MLR).

e Deteccion de valores atipicos en el modelo: detectar valores atipicos y evaluar la normalidad de

los residuos en el modelo es fundamental para mejorar su validez estadistica. Estos se pueden
detectar mediante el Diagrama de Probabilidad Normal de los Residuos o mediante la Grafica de
Observacion vs Prediccion de la respuesta, donde los valores alejados de la linea de regresion

corresponden a valores atipicos que pueden ser eliminados (Modde 7 ®, s.f).

4.6.1. Superficies de respuesta para el rendimiento de extraccion
Realizando los ajustes necesarios, detallados en el Anexo 7.5.1, se aprecia una mejora significativa
en los parametros de ajuste, tal como se muestra en la Figura 4.8. Ademas, el ANOVA verifica que el
modelo es estadisticamente valido, obteniendo un valor-p de 0,001, que indica que la probabilidad de

regresion es significativa al 95%.
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Investigation: Optimizacion EPS rend ext FINAL (MLR)
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Figura 4.8: Resumen de ajuste del modelo modificado para el rendimiento de extraccion de EPS. (Fuente: Modde 7).

Las variaciones en dos de las variables independientes estan representadas en los ejes X e Y, mientras
que la variable dependiente se presenta en el eje Z de las graficas. Los cambios en los colores y
contornos de la superficie revelan como las interacciones entre las variables afectan la respuesta.
Areas mas elevadas y con colores mas calidos de la supeficie indican resultados mas favorables de la

respuesta, mientras que las dreas mas bajas y de colores frios representan resultados menos deseables.

Los efectos de las variables y sus interacciones en el rendimiento de extraccion se encuentran
esquematizados en el conjunto de superficies presentadas en la Figura 4.9 y Figura 4.10 considerando

los experimentos que utilizaron NaOH y Na>COs, respectivamente.

Para los casos en que se utilizo6 NaOH como reactivo, se detecta una curvatura que indica la existencia
de un punto minimo cercano a los rangos de la regidon experimental. Sin embargo, para la
determinacion de un punto maximo no se detecta curvatura alguna. La Figura 4.9 (a) encuentra el
mayor valor de rendimiento (340 mg EPS/g SV) a condiciones minimas de temperatura (20°C) y
maximas de concentracion de reactivo (1M). Ademas, se aprecia la gran influencia que tiene la
temperatura en la respuesta, notando ademas que a temperaturas mayores a 65°C, el rendimiento de
extraccion de EPS es casi nulo. La Figura 4.9 (b) alcanza el mayor valor de la respuesta (280 mg
EPS/g SV) a temperaturas muy cercanas a los 20°C y con 10% p/p de lodo. También se aprecia que
la temperatura tiene mayor influencia en la respuesta que el porcentaje de lodo, pues el rendimiento
de extraccion se reduce en gran medida con el aumento de la temperatura. Por tltimo, la Figura 4.9
(c) detecta que el valor mas alto para la respuesta dentro de los rangos estudiados (140 mg EPS/g SV)
se encuentra a condiciones altas de concentracion de reactivo (1M) y a bajos porcentajes de lodo
(10% p/p). No obstante, la superficie indica mayor influencia de la concentracion de reactivo sobre

la respuesta, pues esta es mas susceptible a cambios tras pequefias variaciones en dicho parametro.
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Figura 4.9: Superficies de respuesta para el rendimiento de extraccion de EPS. (a) Concentracion de reactivo vs
Porcentaje de lodo para NaOH a 50°C. (b) Porcentaje de lodo vs Temperatura para NaOH 0,525M. (c) Concentracion
de reactivo vs Temperatura para NaOH con 30% de lodo. (Fuente: Modde 7).

Por otro lado, analizando las mismas superficies de respuesta considerando los experimentos en los
que se trabajé con NaxCOs3, mostradas en la Figura 4.10, se aprecia que la curvatura provocada posee

una tendencia similar.

La Figura 4.10 (a) muestra que ambas variables son directamente proporcionales a la respuesta pero
no se visualiza una influencia significativa entre variables sobre la respuesta, es decir al variar
cualquiera de las variables, el efecto sobre la respuesta es proporcional. Los pardmetros que
obtuvieron un mayor rendimiento (240 mg EPS/g SV) fueron a 80°C y concentracion de reactivo de
IM. La Figura 4.10 (b) representa la influencia de la temperatura y el porcentaje de lodo, donde se
aprecia que la respuesta aumenta conforme aumenta la temperatura, pero disminuye al incrementar
el porcentaje de lodos. Se aprecia una mayor influencia por parte del porcentaje de lodo que por la
temperatura y el punto de mejor tratamiento para obtener mayor rendimiento de extraccion (260 mg

EPS/g SV) se delimita para temperaturas de 80°C y 10% p/p de lodo. La Figura 4.10 (c) exhibe la
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baja influencia que tiene la concentracion de reactivo comparado con la influencia del porcentaje de
lodo. Se aprecia que las condiciones que obtiene un mejor rendimiento (190 mg EPS/g SV) son a

concentracion de reactivo de 0,1M y 10% p/p de lodo.
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Figura 4.10: Superficies de respuesta para el rendimiento de extraccion de EPS. (a) Concentracion de reactivo vs
Temperatura para Na2COj3 con 30% de lodo. (b) Porcentaje de lodo vs Temperatura para Na:COs3 0,525M. (c)
Concentracion de reactivo vs porcentaje de lodo para Na:COs3 a 50°C. (Fuente: Modde 7).

En resumen, las superficies de respuesta para el rendimiento de extraccion determinan lo siguiente:

e No se encontrd un punto dptimo para esta respuesta dentro de los pardmetros estudiados, mas
bien se presentan superficies planas que indican una condicién de mejor tratamiento, donde
se maximiza el rendimiento de extracciéon a condiciones minimas de temperatura (20°C),
maximas de concentracion de reactivo (1M) y minimas de porcentaje de lodo (10% p/p).
Analizando las superficies, el modelo recomienda evaluar nuevas regiones considerando
menores temperaturas, mayores concentraciones de reactivo y menor porcentaje de lodo.

e Las variables que tienen una mayor influencia en el rendimiento de extraccién de EPS son la

temperatura y el porcentaje de lodos, no obstante analizando los valores de los coeficientes en
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la Figura 7.7, se evidencia la fuerte influencia que tiene la interaccion entre la temperatura y
el tipo de reactivo, por lo que se propone estudiar en profundidad los efectos de dichos

pardmetros y sus interacciones.

4.6.2. Superficies de respuesta para la respuesta de capacidad de adsorcion
Siguiendo el mismo procedimiento de ajuste, detallado en el Anexo 7.5.2, se evidencia una mejora
significativa en los parametros de ajuste presentados en la Figura 4.11. Ademas, el ANOVA verifica
que el modelo es estadisticamente valido, donde se obtuvo un valor-p de 0,020, indicando que la

probabilidad de regresion es significativa al 95%.
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Figura 4.11: Resumen de ajuste del modelo modificado para la capacidad de adsorcion de EPS. (Fuente: Modde 7).

La visualizacion de los efectos de las variables y sus interacciones sobre la capacidad de adsorcion
de la EPS se encuentran esquematizados en el conjunto de superficies presentadas en la Figura 4.12

y Figura 4.13, para los ensayos en los que se utiliz6 NaOH y Na>COs, respectivamente.

Las superficies de respuestas obtenidas no presentan una curvatura que permita visualizar un punto
maximo o minimo sobre la respuesta; mas bien, la mayoria de las graficas exhiben superficies planas
denominadas “cordilleras estacionarias” (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008). Esto es
esperable porque representan un modelo de primer orden, que puede usarse para moverse
experimentando en la mejor direccion hasta detectar un cambio de tendencia. Aun asi, estos resultados
permitieron caracterizar de forma preliminar el tipo de superficie de respuesta y definir de manera

concreta la influencia de las variables de interés.
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Figura 4.12: Superficies de respuesta para la capacidad de adsorcion de EPS. (a) Concentracion de reactivo vs
Temperatura para NaOH con 30% de lodo. (b) Porcentaje de lodo vs Temperatura para NaOH 0,525M. (c)
Concentracion de reactivo vs porcentaje de lodo para NaOH a 50°C. (Fuente: Modde 7).

La influencia mutua de la temperatura y la concentracion de reactivo se indica en la Figura 4.12 (a),
considerando el punto central de porcentaje de lodo (30% p/p) y el reactivo alcalino NaOH. Se
presenta una region donde se maximiza la respuesta dentro de los pardmetros estudiados; a
temperaturas bajas pero concentracion de reactivo alta (20 °C y a 1M) se alcanza una capacidad de
adsorcion cercana a los 60 mg Cu(Il) ads/g EPS, que corresponde a aproximadamente un 60% mas
que lo obtenido en literatura, bajo la misma metodologia. Adicionalmente, se evidencia una mayor
influencia de la concentracion de reactivo que de la temperatura. La Figura 4.12 (b) muestra un
comportamiento similar a lo conocido como un “punto de silla” donde la supeficie asciende a gran
pendiente pero llega un punto donde la pendiente disminuye y la respuesta se estabiliza. Se aprecia
que la mayor respuesta se obtiene a temperaturas de 20°C y 10% p/p de lodo. Por tltimo, la Figura
4.12 (c) alcanza el mayor valor de capacidad de adsorcion (67 mg Cu(Il) ads/g EPS) a una
concentracion de reactivo de 1 M y considernado un 10% p/p de lodo. También se evidencia la fuerte

influencia que tiene la concentracion de reativo sobre la respuesta.
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Por otro lado, en la Figura 4.13 se aprecia que el comportamiento de las tres superficies de respuesta
esquematizadas considerando Na;CO; exhiben un comportamiento similar a las mostradas
anteriormente para NaOH, donde se visualiza que dos de las superficies obtenidas son planos y una

presenta un punto de silla.
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Figura 4.13: Superficies de respuesta para la capacidad de adsorcion de EPS.. (a) Concentracion de reactivo vs
Temperatura para Na2COj3 con 30% de lodo. (b) Porcentaje de lodo vs Temperatura para Na:COs3 0,525M. (c)
Concentracion de reactivo vs Porcentaje de lodo para Na:COs a 50°C. (Fuente: Modde 7)

La Figura 4.13 (a) indica que la capacidad de adsorcién incrementa a temperaturas bajas y
concentraciones de reactivo altas, obteniendo su punto mas alto a 20°C y a una concentracion de 1M.
Ademas, se evidencia la fuerte influencia que tiene la temperatura por sobre la concentracion de
reactivo, opuesto a lo analizado en las graficas de NaOH. La Figura 4.13 (b) presenta un punto de
silla similar al obtenido con NaOH, donde a medida que disminuye la temperatura y el porcentaje de
lodo, la respuesta se estabiliza acercandose hacia sus valores mas altos. El punto de mayor respuesta
se obtiene a condiciones de 20°C y 10% p/p de lodo. Por ultimo, la Figura 4.13 (c) muestra la respuesta
aumenta conforme a la concentracion de reactivos pero disminuye a medida que se incrementa el

porcentaje de lodo. El punto de mayor capacidad de adsorcion (50 mg Cu(Il) ads/g EPS) se alcanza
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bajo condiciones de concentracion de 1M y 10% p/p de lodo. Aqui se aprecia como el porcentaje de

lodo tiene mayor influencia sobre la capacidad de adsorcion que la concentracion de reactivos.
En resumen, las superficies de respuesta para la capacidad de adsorcion desprenden lo siguiente:

e No se encontrd un punto maximo de la respuesta que permita optimizar el proceso estudiado
evidenciado por la inexistencia de curvatura en las superficies de respuesta. No obstante, estas
sugieren el desplazamiento de las condiciones de reaccion hacia la region experimental con
menores temperaturas, mayores concentraciones de reactivo y menores porcentajes de lodo
para obtener la zona de optimizacion de condiciones.

e Los “puntos de silla” obtenidos en ambos casos al analizar el efecto del porcentaje de lodo y
la temperatura de reaccion, pueden atribuirse a la existencia de mas de un punto 6ptimo dentro
de la region de operabilidad. En el caso que y porcentaje de lodo en la mezcla de lodo y
reactivo es alto, existe un menor requerimiento de temperatura para hidrolizar el lodo y extraer
las EPS, mientras que, cuando hay bajo porcentaje de lodo en la mezcla de lodo y reactivo,
un aumento de la temperatura lograria solubilizar las EPS que no pudieron reaccionar con el
reactivo alcalino, obteniendo de igual forma, altos rendimientos de extraccion esperados.

o Las variables mas influyentes en la capacidad de adsorcion son la concentracion de reactivo
y el porcentaje de lodo; no obstante, seglin los coeficientes presentes en la Figura 7.10 (Ver
Anexo 7.5.2), se evidencia una fuerte influencia de la interaccion entre la temperatura y el
reactivo alcalino utilizado.

e Atemperaturas mas bajas se logra maximizar la capacidad de adsorcion; no obstante, siempre
dependera de los valores las demés variables.

e Dentro de los parametros estudiados, existe una aproximacion al punto optimo evidenciada
por la curvatura de la superficie de respuesta. Es dificil predecir si el punto optimo esta
presente en la region experimental estudiada, pero considerando que existe una formacion de
elipses en torno a un maximo, seria adecuado comprobar dicha existencia con modelos de

regresion de segundo orden.

Analizando todos los resultados obtenidos de superficies de respuesta del rendimiento de extraccion
y la capacidad de adsorcion de EPS, se recalca que el modelo indica que, para llegar al punto 6ptimo,

se debe desplazar la region experimental.

Para la temperatura, el modelo sugiere la biisqueda del punto 6ptimo a temperaturas menores a los
20°C, pues se indica que las respuestas son inversamente proporcionales al aumento de temperatura.

No obstante, llevar a la practica esta modificacion, implica encarecer el proyecto significativamente,
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dado que el enfriamiento es un proceso costoso que tiene un efecto negativo en el costo capital de
planta concluyendo que no amerita su aplicacion. Por otro lado, los resultados presentados en
bibliografia contraindican la implementacion de bajas temperaturas, dado que los rendimientos de

extraccion aumentan con el incremento de temperatura (Hong et al., 2017).

Por su parte, respecto a la concentracion de reactivo, el modelo sugiere explorar incrementos en dicha
variable, con el propdsito de encontrar un punto 6ptimo. Dicho interés radica en determinar el nivel
de incremento que requiere la concentracion del reactivo alcalino para potenciar el rendimiento de

extraccion, evaluando simultaneamente su viabilidad en términos de eficiencia econdémica.

Por ultimo, respecto al desplazamiento de la region experimental relacionada al porcentaje de lodo
utilizado en la hidrolisis alcalina, se puede sefalar que el factor incidente en la modificacion del
contenido de lodo es la cantidad de agua utilizada en el proceso. Es evidente que al utilizar mayores
volumenes de agua obtiene mayores eficiencias, pues se asegura que todo el lodo presente se
solubilice, liberando la mayor cantidad posible de EPS. No obstante, utilizar muy poco lodo en
relacion con el reactivo alcalino presente, produce un excedente de reactivo alcalino que no participa
en ninguna reaccion, lo que resulta en un proceso ineficiente con exceso de agua. Por otro lado, el
exceso de lodo y una cantidad insuficiente de agua también resultarian perjudiciales, dado que no hay
suficiente reactivo que solubilice la cantidad de lodo presente. En términos de costos, el aumento en
la cantidad de agua implica trabajar con flujos mayores, incorporando la necesidad de dimensionar
equipos de mayor capacidad. Adicionalmente, los volumenes requeridos tienen un directo impacto en
el medio ambiente y en el manejo eficiente de recursos bajo la dptica de la sustentabilidad. Por lo
tanto, se busca operar cerca de la relaciéon Optima entre lodo y agua, con el fin de maximizar la
eficiencia del proceso y minimizar los costos asociados y el impacto medioambiental de la actividad

industrial.

4.6.3. Busqueda de punto optimo
Los resultados indican que la extraccion de EPS mediante hidrolisis alcalina en los rangos estudiados
para cada condicion de operacion tiene altos rendimientos de extraccion comparados con otros autores
y se corrobora su viabilidad como un adsorbente de cobre implementado en la industria y en los
sistemas de tratamientos de aguas residuales. Utilizando Optimizer, una herramienta proporcionada
por el software Modde 7 ® que ayuda a encontrar las condiciones 6ptimas o el mejor compromiso
como punto de consigna de manera iterativa y funciona de acuerdo con una serie de especificaciones
dadas, se determin6 que las mejores condiciones que maximizan tanto el rendimiento de extraccion

como la capacidad adsorbente del producto son a 20°C, 10% p/p de lodo y utilizando NaOH 1M,
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alcanzando valores de rendimiento y capacidad de adsorcion de 465 mg EPS/g SV y 46,5 mg Cu(Il)

ads/g EPS, respectivamente.

No obstante, para completar la optimizacién de este proceso y determinar el punto 6ptimo real de
operacion, se debe proceder con nuevos ensayos de cribado que desplacen la region experimental en
la direccion que apunta el mejor tratamiento obtenido en este estudio. Por lo general, ensayos nuevos
suelen requerir varias etapas para detectar curvaturas. Una vez detectada la curvatura, se procede a
realizar un nuevo disefio experimental de segundo orden que permita determinar el efecto cuadratico
que posee cada variable. Ejemplos de este tipo de disefios corresponde al Disenio Central Compuesto
o un Disefio Box-Behnken, que corresponden a andlisis de tres niveles donde su funcion polindmica

incluye los términos cuadraticos de cada variable estudiada.

Para facilitar el seguimiento del estudio a futuro, se grafico una superficie de respuesta para el disefo
factorial realizado que considera el efecto cuadratico de una variable para ejemplificar la busqueda
de un punto 6ptimo en la presencia de curvaturas. En este caso, se eligio estudiar el efecto cuadratico
del porcentaje de lodo, ya que detecté una mayor influencia sobre la capacidad de adsorcion. Esto
permite visualizar de manera preliminar si las condiciones de operacion consideradas permitirdn
detectar curvaturas en la respuesta, pero no permite concluir sobre la significancia de las variables
sobre la respuesta. No obstante, al detectar curvaturas, se evidencia que el efecto asociado al término
cuadratico es cualitativamente significativo, lo que indica la necesidad de aplicar un disefio de

segundo orden para estudiar este efecto en profundidad.
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Figura 4.14: Superficies de respuesta para la capacidad de adsorcion de EPS, considerando el efecto
cuadratico de la variable de porcentaje de lodo. (a) Concentracion de reactivo vs Porcentaje de lodo para

NaOH a 50°C. (b) Porcentaje de lodo vs Temperatura para NaOH 0,525M.
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Conclusiones

La presente investigacion propuso determinar condiciones Optimas de extraccion de Sustancias
Poliméricas Extracelulares (EPS) desde lodos sanitarios utilizando la metodologia de superficie de
respuesta como herramienta estadistica, centrandose en maximizar el rendimiento de extraccion bajo
la metodologia planteada y la capacidad adsorbente del producto obtenido. En el estudio se analizaron
los efectos de la temperatura, el pH, el porcentaje en masa de lodo y el tipo de reactivo alcalino sobre
estas respuestas, para estudiar la contribucion de cada una en el proceso de extraccion y su influencia

sobre la adsorcion de metales pesados.

A partir de lo estudiado, se concluye que las condiciones de operacion Optimas no se encuentran
dentro de los parametros estudiados; no obstante, se logré determinar otras condiciones de reaccion
que permitan alcanzar la mayor respuesta dentro de la region estudiada. Las condiciones que
obtuvieron una alta capacidad de adsorcion de EPS, considerando un buen rendimiento de extraccion
en el rango experimental estudiado, son: una temperatura de 20°C, 10% p/p en masa de lodo y
utilizando NaOH 1M. Estas condiciones permitieron alcanzar un valor de rendimiento de 465 mg
EPS/g SV y una capacidad de adsorcion de 46,5 mg Cu (II) ads/g SV, valores que van conforme a lo
mostrado reportado en literatura, pero que estadisticamente no corresponde al punto 6ptimo en la

region de operabilidad.

Las superficies de respuesta permitieron determinar el peso de cada factor sobre las respuestas, donde
se evidencid que la temperatura y el porcentaje de lodo son las variables més influyentes en el
rendimiento de extraccion, mientras que la concentracion de reactivo y el porcentaje de lodos son las

mas influyentes en la capacidad de adsorcion.

La caracterizacion de los extractos de EPS proporciond la informacion necesaria para justificar los
efectos que tienen los factores estudiados sobre capacidad de adsorcion. La cuantificacion de
proteinas y polisacaridos mediante técnicas de espectrofotometria permitié comprobar que las EPS
extraidas poseen mayor porcentaje de proteinas que polisacéaridos, en especial aquellas que utilizan
altas concentraciones de reactivos, pues pH altos inducen una mayor carga negativa de las cadenas

de aminodcidos, favoreciendo la solubilidad de las proteinas presentes en la matriz de la EPS.

El efecto provocado por el incremento de la temperatura sobre la extraccion de EPS contradice lo
reportado en literatura, pues se esperaba que al incrementar esta variable, aumentara la cantidad de
EPS extraida desde el lodo inicial y por ende, el rendimiento de extraccion. No obstante, se aprecia
que temperaturas muy extremas desfavorecen la extraccion, dado que las altas temperaturas ionizan

los grupos amino de las proteinas y los grupos carboxilicos de los polisacéaridos, lo que puede
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desestabilizar la matriz de la EPS y causar lisis de la membrana celular, resultando en una alta
degradacion de las moléculas presentes en la EPS que implic6 una disminucion en su peso molecular

y en su eventual pérdida de los componentes en la purificacion.

Por otro lado, se plante6 que la inconsistencia en los resultados fue debido a la cuantificacion
incompleta de proteinas y polisacaridos, dado que la etapa de didlisis utilizada para purificar los
extractos de EPS elimin6 todos los componentes con pesos moleculares menores a 3500 Da. En
consecuencia, las macromoléculas altamente degradadas debido a las condiciones agresivas de

temperatura no pudieron ser apreciadas en las mediciones.

Se observaron mejores resultados de capacidades de adsorcion al utilizar EPS que fueron extraidas
utilizando Na>xCO3 como reactivo alcalino, que los que utilizaron NaOH. Una posible explicacion
para este comportamiento es que la menor alcalinidad permite preservar mejor la integridad
estructural de las macromoléculas que componen las EPS durante la extraccion, manteniendo asi la

actividad de los grupos funcionales en su superficie, lo que favorece la adsorcion de iones metalicos.

Los ensayos de potencial Z indicaron que la interaccion electrostitica no permite justificar el
comportamiento de las EPS en los procesos de adsorcion, por lo que se infiere que deben existir

multiples mecanismos que requieren de analisis para explicar su comportamiento.

Es importante tener en cuenta las limitaciones de este estudio en la interpretacion de resultados. La
principal limitacion de este trabajo es el modelo de regresion utilizado en el disefio experimental. Si
bien, el método factorial completo seleccionado es adecuado para un cribado inicial y para la
determinacion de los principales factores y los rangos experimentales a los que se someten, no es un
modelo completo para una optimizacion. No obstante, este modelo permitié orientar de manera

eficiente la busqueda de la region experimental para completar la optimizacion.

A pesar de no haber encontrado el punto 6ptimo presente en la region de operabilidad, la investigacion
realizada proporciona una base solida en la direccion correcta para la optimizacion de parametros. Se
recomienda desplazar la region experimental, donde resultaria interesante explorar condiciones de
mayor concentracion de reactivo y llevar a cabo un disefio experimental con un modelo de regresion
de segundo orden, que permita estudiar los efectos cuadraticos de cada variable para obtener una
curvatura en las superficies de respuesta. Ejemplos como el Disefio Central Compuesto o el Disefio
Box-Behnken, que involucran un andlisis de tres niveles, son adecuados para llevar a cabo la

continuacion de esta investigacion.

49



Referencias

APHA, AWWA, & WPCEF. (1992). Métodos Normalizados para el andlisis de aguas potables y

residuales. Ediciones Diaz de Santos. Madrid.

Bou-Sarkis, A., Pagliaccia, B., Ric, A., Derlon, N., Paul, E., Bessiere, Y., & Girbal-Neuhauser, E.
(2022). Effects of alkaline solvents and heating temperatures on the solubilization and
degradation of gel-forming Extracellular Polymeric Substances (EPS) extracted from aerobic
granular sludge. Biochemical Engineering Journal, 185, 108500.
https://doi.org/10.1016/j.bej.2022.108500

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Cambi. (2022, April 15). Anaerobic Digestion for Sewage Sludge Management.

https://www.cambi.com/resources/blog/anaerobic-digestion-for-sewage-sludge-management/

Comte, S., Guibaud, G., & Baudu, M. (2006). Relations between extraction protocols for activated
sludge extracellular polymeric substances (EPS) and complexation properties of Pb and Cd
with EPS: Part II. Consequences of EPS extraction methods on Pb2+ and Cd 2+ complexation.
Enzyme and Microbial Technology, 38, 246-252.
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2005.06.023

Dominguez, L., Rodriguez, M., & Prats, D. (2010). Effect of different extraction methods on bound
EPS from MBR sludges. Part I: Influence of extraction methods over three-dimensional EEM

fluorescence spectroscopy fingerprint. Desalination, 261, 19-26.

https://doi.org/10.1016/j.desal.2010.05.054

Espinoza, J. F. (2022). Capacidad de adsorcion de cationes de las Sustancias Poliméricas

Extracelulares obtenidas desde lodos sanitarios. Universidad de Concepcion.

Guibaud, G., Comte, S., Bordas, F., Dupuy, S., & Baudu, M. (2005). Comparison of the complexation
potential of extracellular polymeric substances (EPS), extracted from activated sludges and
produced by pure bacteria strains, for cadmium, lead and nickel. Chemosphere, 59, 629-638.

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2004.10.028

Gutiérrez Pulido, H., & de la Vara Salazar, R. (2008). Andlisis y diseiio de experimentos (Segunda
Edicion). McGraw Hill. México.

50



Hong, P. N., Honda, R., Noguchi, M., & Ito, T. (2017). Optimum selection of extraction methods of
extracellular polymeric substances in activated sludge for effective extraction of the target

components. Biochemical Engineering Journal, 127, 136-146.

https://doi.org/10.1016/j.bej.2017.08.002

Li, C.,Yu, Y, Fang, A., Feng, D., Du, M., Tang, A., Chen, S., & Li, A. (2022). Insight into biosorption
of heavy metals by extracellular polymer substances and the improvement of the efficacy: a

review. Letters in Applied Microbiology5, 75, 1064—1073. https://doi.org/10.1111/lam.13563

Li, W. W, & Yu, H. Q. (2014). Insight into the roles of microbial extracellular polymer substances
in metal biosorption. Bioresource Technology, 160, 15-23.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.11.074

Liu, H., & Fang, H. H. P. (2002). Extraction of extracellular polymeric substances (EPS) of sludges.
Journal of Biotechnology, 95, 249-256. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0168-
1656(02)00025-1

Lotti, T., Carretti, E., Berti, D., Martina, M. R., Lubello, C., & Malpei, F. (2019). Extraction, recovery
and characterization of structural extracellular polymeric substances from anammox granular

sludge. Journal of Environmental Management, 236, 649-656.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2019.01.054

More, T. T., Yadav, J. S. S., Yan, S., Tyagi, R. D., & Surampalli, R. Y. (2014). Extracellular polymeric
substances of bacteria and their potential environmental applications. Journal of Environmental

Management, 144, 1-25. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2014.05.010

Pagliaccia, B., Carretti, E., Severi, M., Berti, D., Lubello, C., & Lotti, T. (2022). Heavy metal
biosorption by Extracellular Polymeric Substances (EPS) recovered from anammox granular
sludge. Journal of Hazardous Materials, 424, 126661.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.126661

Peccia, J., & Westerhoff, P. (2015). We Should Expect More out of Our Sewage Sludge.
Environmental Science and Technology, 49, 8271-8276.
https://doi.org/10.1021/acs.est.5b01931

Ras, M., Lefebvre, D., Derlon, N., Paul, E., & Girbal-Neuhauser, E. (2011). Extracellular polymeric
substances diversity of biofilms grown under contrasted environmental conditions. Water

Research, 45, 1529—1538. https://doi.org/10.1016/j.watres.2010.11.021

51



Ruiz-Hernando, M., Cabanillas, E., Labanda, J., & Llorens, J. (2015). Ultrasound, thermal and alkali
treatments affect extracellular polymeric substances (EPSs) and improve waste activated sludge

dewatering. Process Biochemistry, 50, 438—446. https://doi.org/10.1016/j.procbio.2015.01.001

Seviour, T., Derlon, N., Dueholm, M. S., Flemming, H. C., Girbal-Neuhauser, E., Horn, H.,
Kjelleberg, S., van Loosdrecht, M. C. M., Lotti, T., Malpei, M. F., Nerenberg, R., Neu, T. R.,
Paul, E., Yu, H., & Lin, Y. (2019). Extracellular polymeric substances of biofilms: Suffering
from an identity crisis. Water Research, 151, 1-7. https://doi.org/10.1016/j.watres.2018.11.020

Solon, K., Volcke, E. I. P., Spérandio, M., & Van Loosdrecht, M. C. M. (2019). Resource recovery
and wastewater treatment modelling. Environmental Science: Water Research and Technology,

5, 631-642. https://doi.org/10.1039/c8ew00765a

Tang, C. J., Chen, X., Feng, F., Liu, Z. G., Song, Y. X., Wang, Y. Y., & Tang, X. (2021). Roles of
bacterial cell and extracellular polymeric substance on adsorption of Cu(Il) in activated
sludges: A comparative study. Journal of Water Process Engineering, 41, 102094.
https://doi.org/10.1016/j.jwpe.2021.102094

Turovskiy, 1. S., & Mathai, P. K. (2006). Wastewater Sludge Processing (1st Edition). Wiley -

Interscience. Hoboken, New Jersey.

Vavilin, V. A., Fernandez, B., Palatsi, J., & Flotats, X. (2008). Hydrolysis kinetics in anaerobic
degradation of particulate organic material: An overview. Waste Management, 28, 939-951.

https://doi.org/10.1016/j.wasman.2007.03.028

Wei, L., Li, Y., Noguera, D. R., Zhao, N., Song, Y., Ding, J., Zhao, Q., & Cui, F. (2017). Adsorption
of Cu2+ and Zn2+ by extracellular polymeric substances (EPS) in different sludges: Effect of
EPS fractional polarity on binding mechanism. Journal of Hazardous Materials, 321, 473—-483.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2016.05.016

Wu, Y, Li, Z., Yang, Y., Purchase, D., Lu, Y., & Dai, Z. (2021). Extracellular polymeric substances
facilitate the adsorption and migration of Cu2+ and Cd2+ in saturated porous media.

Biomolecules, 11, 1715. https://doi.org/10.3390/biom11111715

Zhang, 7., Wang, P., Zhang, J., & Xia, S. (2014). Removal and mechanism of Cu (II) and Cd (II)
from aqueous single-metal solutions by a novel biosorbent from waste-activated sludge.
Environmental Science and  Pollution Research, 21(18), 10823-10829.
https://doi.org/10.1007/s11356-014-3013-6

52



Anexos

7.1.Antecedentes teoricos adicionales

7.1.1. Sustancias Poliméricas Extracelulares

Tabla 7.1: Composicion general de las EPS'y propiedades predominantes de cada grupo funcional (More et al., 2014).

Componente de 1a EPS Composicion Propiedades

Adhesion, retencion de agua, adsorcion de

compuestos organicos e inorganicos, donante

Polisacéridos 40 —95%
o aceptor de electrones y barrera protectora de
células.
Adhesion, retencion de agua, adsorcion de
compuestos organicos e inorganicos, donante
Proteinas 1 -60%
o aceptor de electrones y barrera protectora de
células.
Fuente de nutrientes, intercambio de
Acidos nucleicos 1-10% informacion genética y exportacion de
componentes celulares
Lipidos 1-10% Exportacion de componentes celulares.
Sustancias humicas - Adhesion, donante o aceptor de electrones.

7.1.2. Mecanismos de adsorcion de metales pesados utilizando EPS
El intercambio i6nico es un mecanismo util para justificar la adsorcion de metales utilizando EPS,
aunque bien se sabe que no es el unico. Este fenomeno radica en que la capacidad de las especies
metalicas para el intercambio i6nico y su consecuente afinidad de adsorcion depende en gran medida
de su densidad de carga (Pardo et al., 2003). Adicionalmente, los estados de ionizacion y la capacidad
adsorbente de la EPS estan condicionados fuertemente por su composicion y el pH utilizado.
Generalmente, a altos pH hay menos protones disponibles en la solucion para competir por los sitios
de union en la EPS, lo que conduce a una mayor adsorcion de metal en el equilibrio de intercambio

16nico.

7.1.3. Analisis estadistico de experimentos: Definiciones relevantes

7.1.3.1. Summary of Fit (Resumen de Ajuste)
Para cada respuesta ajustada, se presenta un grafico de 4 barras que resume los pardmetros de ajuste

del modelo. Estas son las siguientes:
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e R2: Corresponde a la fraccion de variacion de la respuesta explicada por el modelo y calcula

mediante la siguiente ecuacion:

_ SSREG
Y

RZ

Donde SS REG corresponde a la suma de los cuadrados de Y corregida para media, explicada por

el modelo, y SS es la suma total de los cuadrados de Y corregida para la media.

e Q2: Es la fraccion de variacion de la respuesta que puede predecir el modelo, se determina

utilizando la siguiente ecuacion:

PRESS
SS

Donde PRESS corresponde a la suma de cuadrados de la prediccion residual.

Q*=1

Los valores de R2 y Q2 son nimeros que suelen estar entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1 tanto

para R2 como Q2 son una representacion de un buen modelo.

e Validez del Modelo: Es una medida de la validez del modelo, cuando la barra de validez del

modelo es superior a 0,25, no hace falta de ajuste de modelo. Mientras que, cuando este valor es
menor a 0.25, existe una falta de ajuste significativa y el error del modelo es significativamente
mayor que el error puro.

e Reproducibilidad: Es la variacion de la respuesta en las mismas condiciones (error puro), a

menudo en los puntos centrales, en comparaciéon con la variacion total de la respuesta. Se

representa mediante la siguiente ecuacion:

MS (error puro) )

Reproducibilidad = 1 - (
eproductotiida MS(SS total corregido)

Donde MS corresponde a los cuadrados medios, o bien, la varianza.

Un valor de reproducibilidad de 1 indica que el error puro es 0, esto significa que bajo las mismas
condiciones las respuestas son idénticas. Por otro lado, cuando la reproducibilidad es 0, el error puro

equivale a la variacion total de la respuesta.

7.1.3.2.  Graficas relevantes
e Box-Cox Plot: Corresponde a una grafica que representa los valores de lambda obtenidos vs la
maxima probabilidad que permite determinar la mejor transformacion matematica de la respuesta.
Si los valores de respuesta varian mas de una magnitud de diez en el dominio experimental, a

menudo se recomienda una transformacion. El punto maximo en el grafico Box-Cox da el valor
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de lambda para la transformacion de respuesta Y que da el mejor ajuste del modelo. Las

transformaciones requeridas segun el valor obtenido de lambda se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 7.2: Transformada de la respuesta de acuerdo a los valores lambda obtenidos en el grafico Box Cox

Lambda Tranformada
-1 /Y
-1/2 1/Y"2
0 Ln(Y)
1/2 Y™/2
1 Y
2 Y2

Si =1 estd incluido en ese intervalo, entonces no se recomienda ninguna transformacion. Si =1 no
esta incluido en el intervalo, entonces el valor de lambda max es la transformacion recomendada. No
es necesario utilizar el valor exacto de max, sino el valor mas cercano conveniente en la secuencia de

potencia de las transformaciones soportadas por el software.

e Gréfica de Probabilidad Normal de Residuos: Esta grafica facilita la deteccion de dos parametros,

la normalidad de los residuos, donde los residuos se distribuyen normalmente si es que los puntos
del grafico de probabilidad se aproximan a una linea recta, y la de valores atipicos, o bien, puntos
que se desvian de la linea de probabilidad normal y que presentan valores absolutos elevados de
los residuos estudiados, es decir, superiores a 4 desviaciones tipicas indicadas por las lineas rojas
del grafico.

e Grafica de Observado vs Previstos: Representa los valores observados versus los valores

ajustados de la respuesta. Graficas con puntos que se ajustan a una linea recta indican buenos

modelos.

7.2.Metodologia: Disefio experimental.

Tabla 7.3: Matriz de experimentos para el diseiio experimental de optimizacion de extraccion de EPS

Factores
Experimento Run order
T CR DL RA
N1 9 -1 -1 -1 +1
N2 14 +1 -1 -1 +1
N3 6 -1 +1 -1 +1
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N4 17 +1 +1 -1 +1
N5 18 -1 -1 +1 +1
N6 15 +1 -1 +1 +1
N7 11 -1 +1 +1 +1
N8 5 +1 +1 +1 +1
N9 1 -1 -1 -1 -1
N10 2 +1 -1 -1 -1
N11 13 -1 +1 -1 -1
N12 12 +1 +1 -1 -1
N13 7 -1 -1 +1 -1
N14 16 +1 -1 +1 -1
N15 8 -1 +1 +1 -1
N16 4 +1 +1 +1 -1
N17 19 0 0 0 0
N18 3 0 0 0 0
N19 10 0 0 0 0
N20 20 0 0 0 +1
N21 21 0 0 0 +1
Tabla 7.4: Criterios de optimizacién de proceso de extraccion de EPS,
Respuesta Notacion Unidad Tipo de Peso
Optimizacion
Rendimiento de extraccion REND mg EPS/g SV Maximizar 1
Capacidad de adsorcion ADS mg Cu(Il) ads/g Maximizar 1
EPS
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7.3.Metodologia: Procedimientos de laboratorio

7.3.1. Caracterizacion de lodo

7.3.1.1. Protocolo para analisis de ST y SV

Discusion general

a. Aplicabilidad: Este método se aplica en la determinacion de solidos totales y sus fracciones

fijas y volatiles en muestras solidas y semisélidas como sedimentos de rio o lago, lodos
aislados en procesos de tratamiento de aguas limpias y residuales y aglomeraciones de lodo
de filtrado al vacio, de centrifugacion u otros procesos de deshidratacion de lodos.

Interferencias: La determinacion de sélidos, tanto volatiles como totales, en dichos materiales
estd sujeta a error negativo, debido a la pérdida de carbonato amonico y materia organica
volatil experimentada durante la desecacion. Aunque otro tanto sucede con las aguas
residuales, el efecto tiende a ser mas pronunciado con los sedimentos y, especialmente, con
los lodos y aglomeraciones de lodos. La masa de materia organica recuperada del lodo y del
sedimento requiere un tiempo de ignicidon mas prolongado que el especificado para aguas
residuales. Obsérvese cuidadosamente el tiempo y la temperatura de ignicidon especificados
para controlar las pérdidas de sales inorgédnicas volatiles. Realicese el pesado inmediatamente,
ya que las muestras humedas tienden a perder peso por evaporacion. Después del secado o de
la ignicion, los residuos son a menudo muy higroscopicos y absorben rapidamente humedad

del aire.

Materiales v equipos

Crisoles de porcelana

Pinzas metalicas

Balanza analitica

Lodo desaguado (al menos 1g por muestra)

Mufla

Procedimiento

Solidos totales:

1.

Preparacion de la placa de evaporacion: Si van a medirse s6lidos volatiles, incinérese una placa

de evaporacion limpia en un horno de mufla a 550 § 50°C durante una hora. Si solamente se desea

medir solidos totales, calientese la placa en un horno a 103-105°C durante una hora. Enfriese en

desecador, pésese y consérvese en el desecador hasta que haya de usarse.

2. Analisis de la muestra:
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- Muestras liquidas: Si la muestra contiene suficiente humedad para fluir con mayor o menor
facilidad, agitese para homogeneizarla; a continuacion, coloquese de 25 a 50 g en una placa
de evaporacion y pésese. Evaporese hasta desecacion al bafio Maria, séquese a 103-105 °C
durante una hora, enfriese para equilibrar la temperatura en un desecador individual con
desecante activo, y pésese.

- Muestras solidas: Si la muestra consta de particulas discretas de material sélido (lodo
deshidratado, por ejemplo), extraiganse los fragmentos con un sacabocados del n.° 7 o
pulvericese toda la muestra sobre una superficie limpia con los dedos, utilizando guantes de
goma. Despositese de 25 a 30 g en una placa de evaporacion y pésese. Déjese en un horno a
103-105 °C durante toda la noche. Enfriese para equilibrar la temperatura en un desecador
individual con desecante activo y pésese.

Solidos volatiles

Transfierase la muestra a un horno de mufla frio, caliéntese éste hasta 550 50 °C e incinérese durante
una hora. [Si el residuo obtenido en el apartado 2) contiene grandes cantidades de materia organica,
incinérese primero el residuo en un quemador de gas protegido por una campana de extraccion, en
presencia de aire suficiente para disminuir pérdidas por reduccidn y evitar olores en el laboratorio. ]
Enfriese en desecador para equilibrar la temperatura y pésese.

Célculo

(A—B)-100

—
(A—-D)-100
—

Donde, A es el peso del residuo seco + crisol , mg, B es el peso de la crisol, mg, C es el peso de la

% de sélidos totales =

% de sélidos volatiles =

muestra himeda + crisol, mg, y D es el peso del residuo + crisol después de ignicion, mg.
7.3.2. Protocolo para extraccion de EPS
7.3.2.1. Hidrdlisis alcalina

Materiales v equipos:

- Lodo activado desaguado (50g a 100g)

- Pellets de NaOH de grado analitico

- NaxCOs anhidrido de grado analitico

- Matraz de 1000 ml

- Agua Milli-Q

- Vaso precipitado de 400 ml o de 1000 ml (dependiendo de la dilucion)

- Serpentin calefactor
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- Recipiente plastico o vaso precipitado de 5L para el bafio térmico

Procedimiento:

1. Se prepara un litro de solucion de reactivo alcalino que se utilizara (NaOH o Na,CO:3).

2. Se agregan el lodo a un vaso precipitado.

3. Enlos casos que los ensayos requieran temperaturas mayores a la ambiente, se prepara un
bafio térmico para someter la muestra a la temperatura deseada durante todo el proceso de
hidrolisis.

4. Se le afiade la solucion de reactivo al vaso precipitado con el lodo. Dependiendo de la
dilucion deseada se agrega desde 100 ml (dilucion 1:1) a 900 ml (dilucién 1:10).

5. Utilizando un agitador magnético, se agita la muestra para homogenizarla.

6. Sin dejar de agitar, se mide y registra el pH de la muestra.

7. Dejar en agitacion y a temperatura constante durante 24 horas.

Figura 7.1: Hidrolisis alcalina para extraccion de EPS a partir de lodos sanitarios.

7.3.2.2. Centrifugacion

Materiales y equipos:

- Tubos Falcon de 50 ml.

- Centrifuga Biofuge primo de Heraeus.

Procedimiento:

1. Se distribuye toda la muestra hidrolizada en tubos Falcon de 50 ml.
2. Se ingresan los tubos a la centrifuga, asegurandose que la masa se distribuya
uniformemente en cada tubo.

3. Se centrifuga a 10000 G por 20 minutos.
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4. Serecolecta el sobrenadante de los tubos y se mide el volumen obtenido.

Sobrenadante

Figura 7.2: Muestra centrifugada.

7.3.2.3. Filtracion

Materiales y equipos:

- Filtros de fibra de vidrio de 0,7 um y 1 um
- Matraz de Kitasato de 1000 ml

- Pinza metalica

- Embudo

- Base de vidrio

- Adaptador de goma

- Bomba de succion (conexion a sistema de vacio)

Procedimiento:

1. Se realiza el montaje del sistema de vacio, ajustando el embudo al matraz de Kitosato
utilizando el adaptador de goma.

2. Se coloca el filtro sobre el embudo, asegurandose que esté centrado, y utilizando las pinzas

metalicas, se fija la base de vidrio.

Se conecta el matraz a la bomba de vacio y se enciende el sistema.

Se vierte el liquido a filtrar en la base de vidrio para que pase por el filtro.

Cuando se vea la saturacion del filtro, apagar la bomba de vacio y cambiar filtro.

S

Recolectar el liquido filtrado y registrar volumen final.
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Matraz de Kitosato

Figura 7.3: Ensamblado del sistema para filtrado de muestras.

7.3.2.4. Purificacion mediante dialisis

Materiales y equipos:

- Vaso precipitadode 5 L

- Agua Milli-Q

- Membranas de dialisis de acetato de celulosa con corte de 3500 Da
- Pinzas de pléstico

- Agitador magnético

Procedimiento:

1. La muestra previamente filtrada se traspasa a membranas de dialisis de 3500 Da.

2. Utilizando las pinzas se sellan las bolsas por ambos extremos.

3. Se colocan las membranas cargadas en un vaso precipitado de 5 litros y se llena con agua
Milli-Q.

4. Las membranas sumergidas se dejan en agitacion durante 72 horas, cambiando el agua cada
24 horas y notando una saturacion del agua seglin el cambio en coloracion (Figura 7.4).

5. Cuando el agua ya no demuestre saturacion, se retiran las membranas de didlisis y se traspasa

el liquido para su posterior liofilizacion.
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Figura 7.4: Sistema de membranas de didlisis con peso molecular de corte de 3500 Da

7.3.2.5. Liofilizacion

Materiales y equipos:

- Potes de pléstico de 400 mL
- Parafilm
- Liofilizador Freezone 6 de Labconco.

- Congelador Biomédico de -25°C de Haier Biomedical.

Procedimiento:

1. La muestra dializada se traspasa a potes plasticos de 400 ml, procurando de no llenarlos
mucho para aumentar la superficie de contacto del liquido.

2. Las muestras se congelan en el ultra freezer, a una temperatura de -20°C. Se dejan congelando
de un dia para otro con el fin de asegurar que la totalidad de la muestra se congele.

3. Se enciende el liofilizador y se configura la temperatura a -40°C

4. Se colocan las muestras ya congeladas en el liofilizador por niveles, asegurando que no se
toquen los potes entre si.

5. Se enciende el vacio del liofilizador y se deja secando por 72 horas, o hasta que se obtengan

fibras de la muestra seca.
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Figura 7.5: Extractos de EPS en liofilizador

7.3.3. Protocolo para ensayos de adsorcion de cobre

Materiales y equipos:

Matraces Erlenmeyer de 50 mL y 250 mL

Membranas de dialisis de acetato de celulosa con corte de 3500 Da
Solucion de NaOH 0,1M

Solucion HNOs 0,1M

Jeringas de 3 mL

Agitadores magnéticos

Medidor de pH HI2002 Edge® pH/ORP de Hanna Instruments.
Pinzas metalicas

Agitador Small Capacity Thermostatic Shaking Incubator - BJPX-N de Biobase

Procedimiento:

1. Preparar la solucion de Cu(Il) madre, utilizando Cu(NO3), de grado analitico disuelto en agua
Milli-Q a una concentracion de 50 mg/L

2. Masar 50 mg de EPS liofilizada en un matraz Erlenmeyer de 25 mL y disolver en 20 mL de
la solucién madre de Cu(II)

3. Ajustar a pH 5 la muestra de EPS disuelta; utilizando HNO; 0,1M para acidificar y NaOH
0,1M para alcalinizar.

4. Traspasar las muestras de EPS a membranas de dialisis

5. Enun matraz Erlenmeyer de 250 mL, agregar 200 mL de la solucion madre de Cu(Il) y dejar

caer la membrana de dialisis, asegurandose que esta quede completamente sumergida en la

solucién de cobre.
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6. Dejar los matraces por 12 horas, a 20 °C y en agitacion a 150 rpm, en la incubadora de
agitacion (Small Capacity Thermostatic Shaking Incubator - BJPX-N).

7. Luego de completadas las 12 horas, recolectar las muestras, tanto de la solucion de cobre,
como de la EPS encapsulada dentro de la membrana, en tubos Falcon de 50 mL.

8. Medir la cantidad de cobre presente en las muestras utilizando la metodologia de adsorcion

atomica.

7.3.4. Protocolo para medicion de proteinas
Para cuantificar la cantidad de proteinas presentes en los extractos de EPS, se siguio el método de

Bradford, el cual se describe a continuacion.

Materiales v equipos:

- Espectrofotometro UV/VIS - 2300
- Reactivo de Bradford

- Cubetas de 4 mL

- Muestras de EPS liofilizadas

- Agua Milli-Q

- Micropipeta de 5 mL

- Micropipeta de 1 mL

Procedimiento:

En primer lugar, realizar una curva de calibracion con una muestra patron de albumina de suero

bovino (BSA).

Para preparar la solucion patron disolver en un matraz aforado 100 mg de albumina de suero bovino
en 100 ml de agua milli-Q. Esta solucion primaria (1 mg/ml) se continua diluyendo en proporcion
1:10 con agua milli Q para lograr una concentracion de 0.1 mg/ml, luego armar una curva de

calibracion como se describe:

Tabla 7.5: Preparacion de soluciones de BSA a distintas concentraciones para efectuar la curva de calibracion.

N° Concentracion Volumen de solucién Volumen de Volumen total
(mg/ml) primaria (mL) agua (mL) (mL)
1 0,01 1 9
2 0,02 2 8 10
3 0,04 4 6

64



A cada una de las soluciones preparadas realizar lo siguiente:

b

4 0,06
5 0,08
6 0,10

10

Extraer 0.25 ml de solucidon
Afadir 2.5 ml de reactivo de Bradford

Agitar la mezcla por 2 minutos

Medir absorbancia en espectrofotometro a longitud de onda de 595 nm, utilizando como blanco

muestra de agua milli Q tratada con la misma metodologia anterior.

Graficar la relacion lineal absorbancia vs concentracion y utilizar formula para el célculo de

concentracion en muestras a partir de absorbancia.

Realizar el mismo procedimiento descrito para los extractos de EPS. En el caso de extractos

liofilizados (secos) disolver 3 mg en 10 ml, para asegurar un resultado dentro del rango de la

curva de calibracion estimando un contenido de entre 20 - 80% de proteinas.

7.3.5. Protocolo para medicion de polisacaridos

Para cuantificar la cantidad de polisacédridos presentes en los extractos de EPS, se sigui6 el método

fenol-sulfurico, el cual se describe a continuacion.

Materiales v equipos

Espectrofotometro UV/VIS - 2300
Glucosa

Fenol al 5%

Acido sulfiirico 95%

Recipiente plastico para bafio térmico
Tubos de ensayo

Cubetas de 4 mL

Muestras de EPS liofilizadas
Agua Milli-Q

Micropipeta de 5 mL

Micropipeta de 1 mL

Procedimiento:
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Realizar una curva de calibracion con una muestra patron de glucosa en el rango 1-100 mg/L. Armar
una solucion de glucosa de 1000 mg/L. Extraer 5 ml de la muestra patrén y completar con agua en
matraz aforado de 50 mL para obtener una muestra con concentraciéon 100 mg/L. Con esta muestra

realizar la curva de calibracion en el rango 1-100 mg/L como se ilustra a continuacion:

Tabla 7.6: Preparacion de soluciones de glucosa a distintas concentraciones para efectuar la curva de calibracion.

. Concentracion Volumen de solucién Volumen de Volumen total
N (mg/ml) primaria (mL) agua (mL) (mL)

1 0,001 0,1 9,9

2 0,005 0,5 9,5

3 0,01 1 9

4 0,02 2 8 10

5 0,04 4 6

6 0,06 6 4

7 0,08 8 2

8 0,10 10 -

A cada una de las soluciones realizar lo siguiente:

p—

. Extraer 2 ml de solucion

Afadir 1 ml de fenol al 5%.

Anadir 5 ml de 4cido sulfarico 95%.
Reposar la mezcla por 10 segundos.
Agitar la mezcla por 30 segundos.

Colocar la mezcla en bafio de agua a temperatura ambiente por 20 minutos.

A R e

Medir en espectrofotometro a longitud de onda 490 nm, utilizando como blanco muestra de

agua milli-Q tratada con la misma metodologia anterior.

8. Obtener relacion lineal absorbancia vs concentracion y utilizar para calculo de concentracion
a las muestras a medir.

9. Realizar el mismo procedimiento descrito para los extractos de EPS. En el caso de extractos

liofilizados (secos) disolver 3 mg en 10 ml, para asegurar un resultado dentro del rango de la

curva de calibracion, estimando un contenido de entre 20 - 40% de polisacaridos.
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7.4.Resultados y discusion: Tablas de datos obtenidos

7.4.1. Resultados obtenidos para la caracterizacion del lodo inicial

- Ensayos para determinacion de densidad aparente

Tabla 7.7: Resultados de mediciones de densidad del lodo utilizado.

Ensayo | Vol. inicial Masa inicial (g) Vol. final Masa final (g) Densidad (g/mL)
(mL) (mL)
1 10,0 + 0,1 9,8520 + 0,001 10,5+ 0,1 10,5202 + 0,001 1,3364 + 0,001
2 10,0 + 0,1 10,0012 £ 0,001 11,0+ 0,1 11,0440 + 0,001 1,0428 £ 0,001
3 4,0+ 0,1 4,2018 + 0,001 4,25+0,1 4,7016 + 0,001 1,9992 + 0,001
4 3,0£0,1 3,1115 + 0,001 33+0,1 3,3365 + 0,001 0,7500 = 0,001
Densidad promedio (g/mL) 1,2821 £ 0,001

- Ensayos para determinacion de solidos totales y volatiles

Tabla 7.8. Resultados de mediciones de solidos totales y volatiles del lodo en estudio.

;
o ity Mo oo " TGS Sy non
muestra)

1 10,2021 11,8421 10,4294 10,2727 13,86 9,555

2 9,5590 11,5666 9,8400 9,6464 14,00 9,643

3 9,2212 11,7419 9,5826 9,3323 14,34 9,930

% Promedio 14,06% 9,71%

7.4.2. Resultados obtenidos para estudios de cinética de hidrolisis alcalina.

Tabla 7.9: Concentracion de proteinas en mg/L para cada intervalo de tiempo de los ensayos A, By C de cinética de
hidrolisis.

Ensayo A B C

Tiempo Concentracion Desviacion Concentracion Desviacion Concentracion Desviacion

(min) (mg/L) Estandar (mg/L) Estandar (mg/L) Estandar

20 119 6,6 429 145 146 3
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40 137 6,1 537 36 167 2

60 170 234 682 199 197 26
120 221 8,0 682 40 226 12
1440 280 5,6 982 125 396 17

Tabla 7.10: Concentracion de polisacaridos en mg/L para cada intervalo de tiempo de los ensayos A, By C de cinética

de hidrolisis.
Ensayo A B C
Tiempo Concentracion Desviacion Concentracion Desviacion Concentracion Desviacion
(min) (mg/L) Estandar (mg/L) Estandar (mg/L) Estandar
20 174 18,6 405 12 164 10
40 195 15,4 470 22 178 20
60 236 29,8 541 37 192 34
120 225 13,1 651 39 229 36
1440 381 24,3 1140 72 458 81

7.4.3. Resultados obtenidos para la caracterizacion de todos los extractos estudiados

Tabla 7.11: Porcentaje de proteinas, polisacaridos y la suma de ambos sobre la masa total de EPS para los 21

experimentos.
Experimento Proteinas Desv. Est. Prote Polisacaridos Desv. Est. Poli % EPS
(% EPS) (% EPS)

EXP 1 12% 0,012 18% 0,09% 29%
EXP 2 15% 0,004 20% 0,00% 36%
EXP 3 11% 0,027 13% 1,26% 25%
EXP 4 10% 0,002 15% 0,04% 26%
EXP 5 14% 0,004 20% 0,00% 33%
EXP 6 6% 0,002 15% 2,85% 21%
EXP 7 29% 0,023 12% 0,80% 41%
EXP 8 13% 0,005 13% 0,54% 26%
EXP 9 11% 0,002 14% 2,18% 25%
EXP 10 17% 0,031 15% 0,54% 31%
EXP 11 5% 0,005 19% 0,80% 23%
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EXP 12 32% 0,001 18% 0,00% 51%

EXP 13 13% 0,001 19% 2,18% 31%
EXP 14 3% 0,012 18% 0,00% 21%
EXP 15 10% 0,001 15% 0,68% 26%
EXP 16 16% 0,008 13% 0,80% 29%
EXP 17 26% 0,006 12% 0,64% 39%
EXP 18 23% 0,019 16% 0,04% 39%
EXP 19 20% 0,005 15% 0,02% 35%
EXP 20 12% 0,008 16% 3,11% 28%
EXP 21 12% 0,012 16% 0,04% 28%

7.4.4. Rendimientos de extraccion y capacidades de adsorcion obtenidos para los 21

experimentos estudiados y sus condiciones de operacion correspondientes.

Tabla 7.12: Rendimientos de extraccion y capacidad de adsorcion para los 21 experimentos realizados en el diseiio
experimental.

Rendimiento
Capacidad
Concentracion Porcentaje Masa EPS de
Temp. Reactivo de adsorcion
EXP de reactivo  de lodo pH liofilizada extraccion
°O) ™M) %) alcalino © mg EPS/ (mg Cu(Il)
m
° 8 BETSE dsig EPS)
SV lodo]

EXP1 20 0,05 10 NaOH 12,14 2,0126 207 42,3
EXP2 80 0,05 10 NaOH 11,48 29591 305 284
EXP3 20 1 10 NaOH 13,52 4,7095 485 40,7
EXP4 80 1 10 NaOH 13,85 11,0439 54 17,2
EXP5 20 0,05 50 NaOH 8,92 0,5909 30 30,8
EXP6 80 0,05 50 NaOH 8,82 1,0331 106 3,3
EXP7 20 1 50 NaOH 13,23 273124 238 42,7
EXP8 80 1 50 NaOH 13,49 0,5785 30 35,1
EXP9 20 0,05 10 Na2CO3 10,21 11,1353 117 36,9
EXP10 80 0,05 10 Na2CO3 - 3,1808 328 36,9
EXP11 20 1 10 Na2CO3 - 1,0623 109 51,9
EXP12 80 1 10 Na2CO3 11,19 2,1956 226 47,7
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EXP13 20 0,05 50 Na2CO3 8,99 0,3165 33 33,5

EXP 14 80 0,05 50 Na2CO3 9,08 0,1920 20 47,6
EXP15 20 1 50 Na2CO3 10,47 0,3373 35 36,5
EXP16 80 1 50 Na2CO3 10,45 2,0856 215 4,9
EXP17 50 0,525 30 NaOH 13,83 0,4560 23 29,7
EXP 18 50 0,525 30 NaOH 12,38 0,4536 23 46,8
EXP19 50 0,525 30 NaOH 13,53 0,6057 31 0,1
EXP20 50 0,525 30 Na2CO3 10,52 1,2603 130 24,4
EXP21 50 0,525 30 Na2CO3 10,57 11,5054 155 23,1

7.5.Resultados y discusion: Modificacion de modelos del disefio experimental

7.5.1. Ajuste de modelo de rendimiento de extraccion de EPS
En primer lugar, se verificd que existe una diferencia significativa de los 6rdenes de magnitud de las

respuestas, por lo que fueron transformadas de acuerdo con lo expresado en la Figura 7.6.

Investigation: Optimizacion EPS rend ext (MLR)

Box Cox Plot for Rendimiento de extraccién

-60f [EEE————
707 /
801 =

-90T

Lmax(Lambda)

Lambda(lower’
Lambda(max)

-100=

-2 -1 0 1 2
Lambda

N=18 R2=0,770 R2 Adj.=0,608
DF=10 Q2=0,201 RSD=81,6071
Lambda (lower)=-0,618163 Lambda (max)=-0,141801 Lambda (upper)=0,275847

MODDE 7 - 26-01-2024 22:06:13

Figura 7.6: Box Cox Plot para transformacion de respuesta. (Fuente: Modde 7).

Como el valor méximo de lambda se aproxima a 0 y segin lo indicado por el software, se aplic6 una

trasformada de datos de tipo logaritmica.

A continuacion, para incrementar Q? y la validez del modelo para esta respuesta se eliminaron los
coeficientes menos significativos que, de acuerdo a la Figura 7.7, corresponden a las interacciones
entre la temperatura y la concentracion de reactivo (T*conc), entre la temperatura y el porcentaje de
lodo (T*lodo), entre la concentracion del reactivo y el tipo de reactivo (conc*reac) y entre la dilucion

el porcentaje de lodo y el tipo de reactivo (lodo*reac).
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mg EPS/g SV

Investigation: Optimizacion EPS rend ext FINAL (MLR)

Scaled & Centered Coefficients for Rendimiento de extraccion (Extended)
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DF=8 Q2=-1,876 RSD=129,1798 Conf. lev.=0,95

MODDE 7 - 18-02-2024 18:51:28

Figura 7.7: Coeficientes escalados y centrados para el rendimiento de extraccion de EPS (Fuente: Modde 7)

Por tltimo, se eliminaron los experimentos que obtuvieron valores atipicos segiin lo mostrado por la

Figura 7.8 y Figura 7.9, los experimentos 2 y 6.

N-Probability

Investigation: Optimizacion EPS rend ext FINAL (MLR)

Rendimiento de extraccion~ with Experiment Number labels
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Figura 7.8: Diagrama de Probabilidad Normal de Residuos para el rendimiento de extraccion de EPS (Fuente: Modde
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Figura 7.9: Valores observados vs predichos para el rendimiento de extraccion de EPS. (Fuente: Modde 7)
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7.5.2. Ajuste de modelo de capacidad de adsorcion de EPS
Siguiendo el mismo procedimiento para la capacidad de adsorcion, se eliminaron los coeficientes
menos significativos segtin lo mostrado en la Figura 7.10, las interacciones entre la temperatura y la
concentracion de reactivo (T*conc), entre la temperatura y el porcentaje de lodo (T*lodo), entre la
concentracion del reactivo y el porcentaje de lodo (conc*lodo), entre la concentracion de reactivo y

tipo de reactivo (conc*reac) y entre el porcentaje de lodo y el tipo de reactivo (lodo*reac).
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Figura 7.10: Coeficientes escalados y centrados para la capacidad de adsorcion de EPS (Fuente: Modde 7).
Ademas, para mejorar la reproducibilidad del modelo, se eliminaron los experimentos 1, 3, 4, 14 y
19, pues de acuerdo con lo mostrado en la
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Figura 7.11, todos representaban respuestas atipicas en el modelo.
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Investigation: Optimizacion EPS cap ads FINAL (MLR)

capacidad de adsorcion with Experiment Number labels
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Figura 7.11: Diagrama de Probabilidad Normal de Residuos para la capacidad de extraccion de EPS (Fuente: Modde
7).
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Figura 7.12: Valores observados vs predichos para la capacidad de adsorcion de EPS. (Fuente: Modde 7)

7.6.Script de MATLAB para ajuste de modelo a cinética de hidrolisis

$%PROTEINASSS

tiempo = [0, 20, 40, 60, 120, 1440];

concentracion protA = [0, 119, 137, 170, 221, 280];
desviacion protA = [0, 6.6, 6.1, 23.4, 8, 5.6];

concentracion protB = [0, 429, 537, 682, 682, 982];
desviacion protB = [0, 145, 36, 199, 40, 125];

concentracion protC = [0, 146, 167, 197, 226, 396];
desviacion protC = [0, 3, 2, 26, 12, 17];

% Definir la funcién de cinética de psuedo primer orden (exponencial)
fun = @(x, t) x(1) *(1 - exp(-x(2) * t));

% Ajuste de curva para Ensayo A
params_initial guess A = [204, 0.25]; $[CAO, k] k = 0.25-0.8 1/dia
params_fit A = lsqcurvefit (fun, params initial guess A, tiempo, concentracion protA);

% Ajuste de curva para Ensayo B
params_initial guess B = [204, 0.015];%[CAO0, k] k = 0.015-0.075

params_fit B = lsqcurvefit (fun, params initial guess B, tiempo, concentracion protB);

% Ajuste de curva para Ensayo C
params_initial guess C = [204, 0.25];%[CAO, k] k = 0.25-0.8
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params_fit C = lsqgcurvefit (fun, params initial guess C, tiempo, concentracion protC);
% Crear un vector de tiempo para el ajuste suave de la curva
tiempo fit = linspace (min(tiempo), max(tiempo), 100);

% Calcular las concentraciones ajustadas con los pardmetros estimados
concentracion Aprot fit = fun(params fit A, tiempo fit);
concentracion Bprot fit = fun(params fit B, tiempo fit);
concentracion Cprot fit = fun(params fit C, tiempo fit);

% Graficar los datos experimentales y las curvas ajustadas con barras de error
figure;

errorbar (tiempo, concentracion protA, desviacion protA, 'o', 'LineWidth', 1.5,
'DisplayName', 'Ensayo A');

hold on;

errorbar (tiempo, concentracion protB, desviacion protB, 's', 'LineWidth', 1.5,
'DisplayName', 'Ensayo B');

errorbar (tiempo, concentracion protC, desviacion protC, 'd', 'LineWidth', 1.5,
'DisplayName', 'Ensayo C');

plot (tiempo fit, concentracion Aprot fit, 'b', 'LineWidth', 1.5, 'DisplayName', 'Ajuste
A');
plot (tiempo fit, concentracion Bprot fit, 'r', 'LineWidth', 1.5, 'DisplayName', 'Ajuste
B');
plot (tiempo fit, concentracion Cprot fit, 'y', 'LineWidth', 1.5, 'DisplayName', 'Ajuste
Cc');

xlabel ('Tiempo (min)'");

ylabel ('Concentracidén (mg/L) ') ;

title('Proteinas');

legend ('Ensayo A', 'Ensayo B', 'Ensayo C', 'Ajuste A', 'Ajuste B', 'Ajuste C',
'Location', 'best');

grid on;

hold off;

% Calcular los valores ajustados para cada ensayo
concentracion Aprot fit = fun(params fit A, tiempo);
concentracion Bprot fit = fun(params fit B, tiempo);
concentracion Cprot fit = fun(params fit C, tiempo);
% Paradmetros del modelo cinético para cada Ensayo
A0 fit A = params fit A(1l); %A0 en mg/L

k_fit_g = params_ fit A(2);

A0 fit B = params fit B(1);
k fit B = params fit B(2);

AO0 fit C = params fit C(1);
k fit C = params fit C(2);

disp ('Parametros del modelo cinético para Ensayo A proteinas:');
disp(['Concentracidén inicial (A0) = ', num2str (A0 fit A)]);
disp(['Constante de velocidad (k) = ', numZ2str(k fit A)]);

disp ('Pardmetros del modelo cinético para Ensayo B proteinas:');
disp(['Concentracidén inicial (A0) = ', num2str (A0 fit B)]);
disp(['Constante de velocidad (k) = ', numZ2str(k fit B)1]);

disp ('Pardmetros del modelo cinético para Ensayo C proteinas:');
disp(['Concentracidén inicial (A0) = ', num2str (A0 fit C)]);
disp(['Constante de velocidad (k) = ', numZ2str(k fit C)1);

% Calcular los valores de la suma de los cuadrados residuales (SSR) y el total (SST) para
cada ensayo

SSR A = sum((concentracion protA - concentracion Aprot fit)."2);

SST A = sum((concentracion protA - mean(concentracion protd))."2);

R2 A =1 - SSR A / SST_A;

SSR B = sum((concentracion protB - concentracion Bprot fit)."2);
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SST B = sum((concentracion protB - mean(concentracion protB))."2);
R2 B =1 - SSR B / SST B;

SSR C sum( (concentracion protC - concentracion Cprot fit)."2);
SST C = sum((concentracion protC - mean(concentracion protC))."2);
R2 C=1 -SSR C / SST C;

disp('Coeficiente de determinacién (R”2) para Ensayo A proteinas:');
disp(['R*2 = ', num2str(R2 A)]);
disp('Coeficiente de determinacién (R"2) para Ensayo B proteinas:');
disp(['R*2 = ', num2str(R2 B)]);
disp('Coeficiente de determinacién (R"2) para Ensayo C proteinas:');
disp(['R*2 = ', num2str(R2 C)]);

$$POLISACARIDOSSS

% Datos proporcionados

tiempo = [0, 20, 40, 60, 120, 1440];

concentracion poliA = [0, 174, 195, 236, 225, 381];
desviacion poliA = [0, 18.6, 15.4, 29.8, 13.1, 24.3];

concentracion poliB = [0, 405, 470, 541, 651, 1140];
desviacion poliB = [0, 12, 22, 37, 39, 72];

concentracion poliC = [0, 164, 178, 192, 229, 458];
desviacion poliC = [0, 10, 20, 34, 36, 81];

% Definir la funcién de cinética de pseudo primer orden
fun = @(x, t) x(1) * (1 - exp(-x(2) * t));

% Ajuste de curva para Ensayo A

params_initial guess A = [124, 0.5];%[CAO, k] k = 0.5-2

params_fit A = lsqgcurvefit (fun, params initial guess A, tiempo, concentracion polid);
% Ajuste de curva para Ensayo B

params_initial guess B = [124, 0.001];%[CAO, k] k = 0.025-0.2

params_ fit B = lsqgcurvefit (fun, params initial guess B, tiempo, concentracion poliB);
% Ajuste de curva para Ensayo C

params_initial guess C = [124, 0.5];%[CAO, k] k = 0.5-2

params_fit C = lsqgcurvefit (fun, params initial guess C, tiempo, concentracion poliC);

% Crear un vector de tiempo para el ajuste suave de la curva
tiempo fit = linspace (min(tiempo), max(tiempo), 100);

% Calcular las concentraciones ajustadas con los pardmetros estimados
concentracion Apoli fit = fun(params fit A, tiempo fit);
concentracion Bpoli fit = fun(params fit B, tiempo fit);
concentracion Cpoli fit = fun(params fit C, tiempo fit);

% Graficar los datos experimentales y las curvas ajustadas con barras de error

figure;

errorbar (tiempo, concentracion protA, desviacion protA, 'o', 'LineWidth', 1.5,
'DisplayName', 'Ensayo A');

hold on;

errorbar (tiempo, concentracion protB, desviacion protB, 's', 'LineWidth', 1.5,
'DisplayName', 'Ensayo B');

errorbar (tiempo, concentracion protC, desviacion protC, 'd', 'LineWidth', 1.5,
'DisplayName', 'Ensayo C');

plot (tiempo fit, concentracion Apoli fit, 'b', 'LineWidth', 1.5, 'DisplayName', 'Ajuste A
(ler orden)');

plot (tiempo fit, concentracion Bpoli fit, 'r', 'LineWidth', 1.5, 'DisplayName',6 'Ajuste B
(ler orden)');

plot (tiempo fit, concentracion Cpoli fit, 'y', 'LineWidth', 1.5, 'DisplayName',6 'Ajuste C
(ler orden)');
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xlabel ('Tiempo (min)'");

ylabel ('Concentracién (mg/L) ') ;
title('Polisacaridos');

legend ('Ensayo A', 'Ensayo B', 'Ensayo C',
'Location', 'best');

grid on;

hold off;

'Ajuste A',

'Ajuste B',

'Ajuste C',
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