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ABSTRACT. The influence of different factors as pH, addition of
polyzlectrolite and concentration of biomass in the flocculation of cel-
lutolitic bacteria from the sugar cane pit was evaluated. It was verified
‘that compounds from the pit precipitate together with- the bacterial
biomass in all the conditions studied. The existence of iwo outstanding
pH values was determined in the remotion of biomass. The addition of
polyelectrolite increases this remotion in a 10 %. The initial concentra-
tion of biomass shows a variable effect in its flocculation depending on
the phl used. This effect was minimal in the acid zone angd for high
biomass concentrations, The effect of the polyelectrolite in the setding
proves to be very positive, increasing the settling speed up 1o eleven
times, decreasing the settling volume three times for pH 11.

RESUMEN. Se evalud la influencia de diferentes factores (pH, adicién
de policlectrolito y concentracion de biomasa) en la floculacién de
bacterias celulchiicas cultivadas sobre meollo de cafia. Se comprobd que
compugstos provenientes del meoilo precipitan junto cof la biomasa
bacteriana en todas las condiciones estudiadas. Se determind la existen-
cia de dos valores de pH notables en ta remocidn de biomasa. La adicién
de polielectrolito incrementa esta remocién en un 10 %. La concentra-
cidn inicial de biomasa muestra un efecto variable en su floculacién, de-
pendiendo del pH utilizado. Este efecto fue minimo en la zona dcida y
para altas concentraciones de biomasa. El efecto del polielectrolito en la
scdimentacion resulta muy favorable, logrando incrementar la velocidad
de sedimentacién hasta 11 veces y reduciendo el volumen de sedimenta-
cién tres veces para pH 11.

INTRODUCCION

El recobrado de biomasa bacteriana de medics liquidos es
una tarea dificil, debido a las dimensiones tan pequefias de las
bacterias y a las propiedades iénicas de su pared celular, que en los
medios apropiados para su crecimiento, les confieren una gran
estabilidad para mantenerse en suspension.’

La separacion de las particulas de biomasa obtenidas en el
proceso termentativo resulta afectada por las interacciones que se
establacen con oftas particulas sélidas presentes en el medio.

Para realizar el proceso de separacién existen diversos pro-
cedimiantos como, la oentrifugacién,“’ la filtracién {microfiltracion o
ultrafiltracién),*S la decantacién®®) y otras formas. menos conven-
cionales como la dielectroforesis.? En todos los casos, la operacion
resulta mas facil si se logra la aglomeracién o unidn de varias células
para formar fidculos, por o que resulta interesante determinar en
cada caso particular las condiciones bajos las cuales se produce la
floculacién. '

La formacion de flbculos en estos sistemas, resulta afectada
por factores biologicos, quimicas y fisicos.'® En este trabajo se
evalub la influencia dei pH, la separacién de un polielectrolito y la
concentracién inicial de biomasa bacteriana en ia floculacién de
bacterias celulsliticas cultivadas sobre meollo de cafia en medios
tiquidos.

MATERIALES 'Y METODOS

Cultivo

Los experimentos de fioculacién se realizaron con la cepa libc
del género Cellulomonas, la cual fue cultivada en un fermentador
de 5L {volurnen efsctivo), controlando la temperatura {32 °C), el pH
{6,5), la agitacién (600 r/min), la aereacién {ivwm) y la espuma.

Se utilizé como fuente de carbono y energia, meotlo de cafia,
tratado alcalinamente con NaOH al 10 %. Por cada 100 g de meollo
se afiadi6: 3,4 g de (NH4)zHPO4; 11,8 g de (NH4)2804; 1,1 g de KCi
2,59 de NaCl; 1,0 gde MgSO4 - 7H20y 0,1 g de tiamina.
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Al final del cultivo la biomasa bacteriana fue separada del
meolio residual mediante un filtro prensa, antes de realizar los
experimentos de floculacion.

Determinaci6n de la concentraci6n celular

La concentracion celular se determind por turbimetria en un
espectrofotocotorimetro Spekol 10 a 600 nm y pH 7. Para correla-
cionar las mediciones de turbimetria con la biomasa celular se
determind gravimétricamente la masa seca correspondiente a dife-
rentes valores de absorbancia log cuales fueron graficados y ajusta-
dos a una iinea recta forzante al origen cuya ecuacién es: B = 0,74
UDG con un coeficiente de correlacion r = 0,998, donde B es la
concentracion de biomasa en g/L .

Para medir la efectividad de los tratamientos en la remocién
de biomasa se utilizd la expresién siguiente: \

R = 100/0,98(1-B#/Bi) (%)

donde:

R = rermocién de biomasa (%)

Bf = concentracién final de biornasa

Bi = concentracién inicial de biomasa

1/0,98 = tactor de correccion debido a la remocién méxima

posiblede biomasa

. Efecto de la concentracién de iones H* sobre
el pH de la solucién

Para la obtencién de las curvas de valoracién dei cultivo
filtrado, se emplearon 150 mL y se les adicioné NaOH o HzS04
sagun el caso, midiendo los valores de pH correspondientes a la
cantidad de lones H* afadidos.

Adicionalmente se obtuvieron ias curvas de valoracién del

' meollo y la biomasa por separado, para lo cual se tom6, en el caso

del meollo, una cantidad proporcional a la utilizada en los cultivos
y en condiciones estériles se agitd durante 4 h . Posteriormente, se
separd la suspensién por centrifugacién obteniendo un liguido
transparente ligeramente coloreado.



Con {a biomasa se realizd un cultivo en las mismas con-
diciones ya descritas, sustituyendo el meollo por glucosa en propor-_
ciones equivalentes.

Efecto del pH y del polielectrolito sobre la fio-
culacién

Para determinar la remocion de biomasa del cultivo filtrado,
sa tomaron muestras de 150 mil y se les adicionnd H2504 6 NaOH
hasta lograr el pH deseado. En los casos en que se utilizé el
polielectroiito anibnico Sumpoly-305{Poliacrilamida acrilato de
sodio), bste se afadié después de ajustado el pH en una proporcidn
de 3 ppm . En todos los casos las muestras se agilaron durante
5 min & 90 r/min, centrifugindo se posteriormente & 3 000 /min
(1 200 g) durante 5 min .

Se torné una alicuota dsl sabrenadama para determinar la
biomasa separada.

‘Para determinar a velocidad de sedimentacién, en lugar de
la centrifugacién, se utilizd el procedimiento estandar de
sedirhentacién en probetas.™

RESULTADOS Y DISCUSION

Curvas de valoracién

En la figura | se muestran ios resultados de la valoracidn del
cultivo filtrado de ta blomasa crecida en glucosa y dei efiuente de la
lixiviacién del meollo. En cada caso pusden observarse los cambios
de pendiente, destacindose el cuitivo filtrado que presenta cinco
cambios en los valores de pHde 2,5, 3.5; 8,5; 10,0y 11,3. La bioma-
ta crecida en glucosa presenta cuatro cembios similares a 2,7; 6, 0;
7.7y 11,0, El sobrenadante de la suspensién de meollo de una curva
cuya forma corresponds a la valoracién deé un componente aislado
con solo dos cambios para pH de 2,7 y 10. )
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Fig. 1. Curvas de valoracion

Los puntos de inflexién indican la existencia de varios grupos
ionizables, los cuales dan una medida de la complejidad del sis-
tema. Como era de esperar el sobrenadanie de la suspensién de
meolio presenta |a menor complejidad. La mayof cormrespondié al
cultivo filtrado, que puede considerarse portadora de los efectos
combinados de los elementos del mectio y la biomasa bacteriana.

Experimentalmente s observd precipitacion en 1os tres siste-
mas para valores de pH 3y pH 11. El precipitado obtenido en Ja
zona acidica esti formado por fiéculos finos, mientras que en la

" zona basica se obtienen fldculos'mas gruesos.

La aparicidn de precipitado en |a valoracion del sobrenadante
de la suspensitn de meollo, indica que este fendmeno debe presen-
tarse también en e! cultivo filtrado, lo que implica que ja biomasa
obtenida en un proceso de recobrado basado en cambio de pH,
presentaré residuos de algunos componentes del meollo. Esto im-
plica ademas, que la precipitacion de ia biomasa resultara afectada
por la presencia de éstos y otros componentss del sistema més la
accidn de los agentes externos aftadidos.
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Efecto del pH y del pollelectroltto sobre la flo-
culacién

En la figura 2 se muestra la influencia dal PH spbre el proceso
de floculacién. Como puede apreciarse existen tres zonas de pH
notable desde el punto de vista de la remocién, las cuales cor-
responden a pH 2,8 con un 76 % de remocién: pH 7 con un 54 % de
remocién y pH 11 a 12 con 62 a 73 % de remocion.
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Fig. 2. Efecto del pH sobre la floculacidn

Enla figura 3 se muestra ia influencia del polielectrolito sobre
la floculacion a fos valores notables de pHen fa remocion.
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Fig. 3. Efecto del polielectrofito sobre la Hoculacién

Resulta evidente que e! polielectrolitlo presenta un efecto
favorable, comao era de esperar, iogrando incrementar |a remocién
en un 10 % aproximadamente. Un aspecto a destacar es que este
efacto es e! mismo para todos los valores de pH estudiados.

Influencia de 1a concentracion de biomasa

Como se analizé anteriormente, el macanismo de floculacién
de la biomasa bacteriana esth aféctado por la presancia de. otros
componentes dgl medio, por lo que resultaba necesario determinar
ol comportamiento del sistema para diferentes concentraciones de
biomasa,

En la figura 4 pueden cbservarse las variaciones obtenidas
para 3 concentraciones diferentes de biomasa (2,3; 7,0 v 14,5 g/L}.
En ella s8 pueden apraciar tres comportamientos diferentes para
cada valor de pH analizado. En ia zona #cida {pH 2,8} la remocion
(82 a 88 %) s independients de |2 concentracién de biomasa; en la
zona neutra (pH 7} se obtiene una relacion no lineal, cumpliéndose
que a mayor concentracidn inicial de biomasa, mayor es la
remocidn; mientras que pasa la zona basica (pH 11) se observa un
incremento brusco en la remocién al aumentar la concentracidn de
biomasa de 2,3 a2 7,0 g/L, el cual tiende a hacerse constante para
valores superiores & 7,0 g/L de biomasa. Estos resultados indican



gue los otros componentes del cultivo fiitrado presentan un, efecto”

variable sobre la remocién de biomasa con relacion a la
concentracion inicial y al pH del medio, ef cual es'menosacentuado
para pH 2,8 cuanido la concentracién de biomasa es alia (14,5 g/L).
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_Fig. 4. Efecto de la concentracién de biomasa sobre ta remocion

Caracteristicas de la sedimentacitn

La'figura 5 muestra las ‘eurvas da valores de sedimentacién
del sisterna a pH 2,8 y 11,0. En ambos casos los experimentos se
realizaron sin y con adicién de polielsctrelito.
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Fig. 5. Curvas de sedimentacion

Enla Tabla i se reportan los valores ca.lculados a partir de las
- curvas de la velocidad de sedimentacion y el volumen alcanzado
por el sedimento en 30 mjn .

En este caso el efecto def polielectrolito resulta estadistica-

mente significativo, como puede observarse, la velocidad de sedi-
mentacién se incrementa seis veces para el pH 2,8 y en 11 veces
parael pH 11,0,

Con relacitn a la compactacion del sedimento; el efecto

‘tamblen es notable, lograndose entre dos y tres veces la reduccidn

del volumen de sedimento, fo cual es’de gran importancia en el -
recobrado del praducto. Aunque en menor medida, se aprecia un
efecto més favorable en ei proceso de sedimentacion para pH 11,0
ya que se alcanzan velocidades de sedimentacién y compactacién
del sedimento 1,3 veces mayor.

TABLA 1

Influencia del erplec de un polislectrolito
en la velocidad de sedimentacion

pH " Empleo Vs Vsed
’ de polielectrolito {mm/min} (%)
28 NO - 3,05 6
28 st - 1769 "
10 . NO 2,18 74

1.0 bt B : 23,80 26

Vs Velgcidad de sedimantacién
Vsed Volumen de sedimento. ) _

El efecto aglutinante del polielectrolite es mas pronunciado
en este caso, gue cuando se empiea la concentracién para acelerar
ia separacion de tas particuias en suspension, lo que es necesario
tener en cuenta para ta seleccion de una u otra operacién en ia etapa
posterior & la floculacién.

CONCLUSIONES

La remooién de labiomasa pacteriana obtenida en el proceso
fermentativo de meollo de cafa con Cellulomonas sp puede incre-
mentarse favorablements a pH 2.8 y-a pH 11; y con ia adicién de
poliacrilamida-acrilato de sodio (polielectrokito anidnico). A estod
valores de pH se obliene ia maygr eficiencia en el recobrado
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