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Resumen

El biofouling marino es la colonizacién de microorganismos (bacterias, arqueas, diatomeas y microalgas) y macroorganismos
(algas, percebes, gusanos tunicados, etc.) sobre estructuras, formando una matriz polimérica compleja y que desencadena
problemas de corrosién y mayor consumo de combustible en embarcaciones. Los recubrimientos antifouling (AF) son usados
para evitar su crecimiento, no obstante, las pruebas "in situ” tienen limitaciones por factores climaticos y ambientales. Este
estudio buscé disefiar un biorreactor de biofilm a escala laboratorio para probar cémo los recubrimientos AF afectan la
formacion de biofouling marino como alternativa a las pruebas “in situ”. El presente trabajo se realiz6 acorde a los objetivos: (i)
Caracterizacion biolégica de microorganismos y macroorganismos comunes presentes en a nivel nacional (Bio bio) e
internacional; (ii) Identificacion de las de los macronutrientes y parametros fisicoquimicos de la zona sur de Chile; (iii)
Planteamiento de dindmica de utilizacidon de sustratos y cambio en la biomasa del biofilm median software AQUASIM; y (iv)
Seleccidén y disefio de un fotobiorreactor de biofilm que permita describir la dindmica del biofilm marino para la evaluacién de
recubrimientos AF.

La caracterizacion biolégica de los principales organismos en el biofouling marino a nivel global y nacional (Biobio) revela
que en las etapas tempranas del biofilm predominan bacterias particularmente del filo Proteobacteria y Bacteroidetes,
vinculadas a procesos corrosivos. También se destaca la presencia de las microalgas y diatomeas de los géneros como Navicula,
Nitzschia, Pleurosigma y Cocconeis. Estas especies son cruciales en la formacién de biofouling, ya que propician la maduracion
de macroorganismos como algas y percebes, dificultando su remocién. Las simulaciones indican que el comportamiento del
biofilm puede ser eficientemente modelado mediante el programa AQUASIM. El biofilm creci6 de 20 pm a 160 pm, con
predominio de organismos heterdtrofos en la fase tardia debido a la influencia inhibitoria de la luz y nitrato. Ademas, se examiné
la difusion de sustratos en el biofilm, destacando una mayor difusion de sustratos relacionados con el crecimiento fototréfico
en comparacién con el crecimiento heterétrofo. Finalmente se realizé una descripcién cualitativa de los reactores
preseleccionados y sus principales caracteristicas. Se selecciond el reactor de tipo flat plate horizontal debido a su versatilidad,
facilidad de construccién, control preciso de parametros, efectiva difusién de sustratos y metabolitos, y una amplia superficie
de iluminacidn. Se identificaron los materiales y equipos requeridos para su construccién, y se realizé los planos y esquemas

del reactor seleccionado.



Abstract

Marine biofouling refers to the colonization of microorganisms (bacteria, archaea, diatoms, and microalgae) as well as
macroorganisms (such as algae, barnacles, tunicate worms, etc.) on structures, forming a complex polymeric matrix that leads
to corrosion issues and increased fuel consumption in vessels. Antifouling (AF) coatings are employed to prevent their growth;
however, in-situ testing is constrained by climatic and environmental factors. This study aimed to design a laboratory-scale

biofilm bioreactor to assess how AF coatings impact the formation of marine biofouling, offering an alternative to in-situ testing.

This work was conducted in accordance with the following objectives: (i) Biological characterization of common
microorganisms and macroorganisms found nationally (Bio Bio) and internationally; (ii) Identification of macronutrient
compositions and physicochemical parameters of the southern zone of Chile; (iii) Formulation of substrate utilization dynamics
and changes in biofilm biomass through AQUASIM software; and (iv) Selection and design of a biofilm photobioreactor to

elucidate marine biofilm dynamics for AF coating assessment.

The biological characterization of key organisms in global and national marine biofouling (Biobio) reveals that in the early
stages of biofilm development, bacteria, particularly from the phyla Proteobacteria and Bacteroidetes, are predominant, often
associated with corrosive processes. Noteworthy are the presence of microalgae and diatoms of genera such as Navicula,
Nitzschia, Pleurosigma, and Cocconeis. These species play a pivotal role in biofouling formation, promoting the maturation of
macroorganisms like algae and barnacles, impeding their removal. Simulations suggest that biofilm behavior can be effectively
modeled using the AQUASIM program. The biofilm grew from 20 um to 160 pm, with a prevalence of heterotrophic organisms
in the later stages due to light and nitrate inhibitory effects. Additionally, substrate diffusion within the biofilm was examined,

highlighting greater diffusion of substrates related to phototrophic growth compared to heterotrophic growth.

Finally, a qualitative description of the preselected reactors and their key attributes was carried out. The horizontal flat plate
reactor was chosen due to its versatility, ease of construction, precise parameter control, efficient substrate and metabolite
diffusion, and extensive illumination surface. The necessary materials and equipment for its construction were identified, and

blueprints and schematics of the selected reactor were developed.
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1. Introduccion

El biofouling es un fendmeno natural habitual en el entorno marino que resulta de la fijaciéon de materia
organica, y el subsecuente proceso de colonizacién de organismos sobre las superficies naturales y
artificiales que estan en contacto con el medio acuatico. El proceso de desarrollo del biofouling marino
consta tanto de la accion de microorganismos (microfouling) como la acciéon de macroorganismos
(macrofouling), donde la naturaleza de estos los organismos colonizadores depende de multiples factores
fisicoquimicos y ambientales [1,2].

El proceso de formacion del biofouling se da por etapas. En la primera etapa de formacion son relevantes
las interacciones superficiales (fuerzas hidrofébicas, electroestaticas y de Van der Waals), las cuales
permiten la adhesiéon de microorganismos primarios que conforman un biofilm constituido
principalmente por bacterias, microalgas marinas y diatomeas [3]. Estas tltimas son de gran relevancia al
ser predominantes en la formacion del biofilm debido a la secrecion de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), las cuales forman una matriz extracelular compleja, que permite la adhesion de
colonizadores secundarios como Archeas, esporas de algas y larvas de macroorganismos que dan paso al
crecimiento y maduracion del biofilm [4].

Las consecuencias del desarrollo de biofouling marino estan asociadas a industrias como la acuicultura,
transporte maritimo, desalinizacidon, industria petrolifera (tuberias de gas y crudo), entre otras. Un estudio
realizado por Carvalho en 2018 muestra que el costo estimado por el ensuciamiento de estructuras para
la acuicultura (boyas, jaulas de peces y maricos, etc.) va entre 1,5 a 3 billones de délares por afio a nivel
mundial [5]. Algo similar sucede en la industria de desalinizacién con la formacién de biofouling en
membranas de osmosis inversa donde se debe destinar entre el 5-30% de los costos operacionales totales
para limpieza de las membranas [5].

En el caso de los rubros de transporte maritimo e infraestructura portuaria, una problematica relevante
es la corrosion inducida por microorganismos, la cual, si no se maneja correctamente, puede tener
consecuencias considerables como fallas en los metales de estructuras y/o equipos [6].

Mas en especifico, en el transporte maritimo, se genera un aumento de los costos asociado al consumo
extra de combustible. Este incremento de los costos se genera por el aumento del peso y ficcién debido al
desarrollo de biofouling sobre el casco de las naves maritimas. Un estudio realizado por Schultz et. al, en
naves maritimas de la Armada de los EE. UU en 2011, estima el aumento de consumo de combustible de
estas por presencia de biofouling en hasta en un 20%, alcanzando los 44 millones de délares extra [7].
Paralelamente genera un gasto adicional asociado al proceso de limpieza y aplicacién de recubrimientos
antifouling (AF) lo que, segtin Carvalho, se traduce en un 1.5 al 4% de aumento del costo operacional anual

por nave [5].



Los recubrimientos AF se plantean como una forma de prevenir y mitigar el crecimiento de biofouling
sobre las superficies metdlicas. Sin embargo, en la actualidad muchos tienen efectos adversos para el
ecosistema marino o son poco efectivos, lo cual hace necesario el desarrollo de nuevos y novedosos tipos
de recubrimientos [8-10]. En la actualidad los métodos comunes de testeo consisten en la utilizacién de
bastidores en los cuales se disponen cupones metalicos y que posteriormente son expuestos directamente
al ambiente marino para medir la efectividad de los recubrimientos AF. Sin embargo, en estos métodos
existe poco control de parametros relevantes para el desarrollo de biofouling debido a las condiciones
maritimas cambiantes. Estos cambios se han visto acelerados en las tltimas décadas debido al fendmeno
de cambio climatico y contaminacién, lo cual se traduce en cambios de pH, temperatura, composicién y
otros parametros fisicoquimicos y biolégicos del océano. Debido a esto muchos de los estudios pasados
sobre cinética de crecimiento de biofilms marinos y eficiencia de los recubrimientos AF han quedado
obsoletos [2].

Una solucién eficiente a las problematicas mencionadas sobre los métodos de testeo comunes es el uso
de biorreactores de biofilm destinados al desarrollo de biofilms marinos sobre superficies metalicas con
recubrimientos AF, el cual permita medir y controlar de manera precisa los parametros relevantes como
el flujo, iluminacidn y nivel de nutrientes para el desarrollo del biofouling de una manera facil y asequible.

El objetivo de este estudio es disefiar un biorreactor de biofilm que simule las condiciones maritimas
costeras promoviendo el crecimiento de microorganismos para la evaluacién de sistemas antifouling. Para
tales efectos se realiz6 una descripcion detallada de los principales micro y macroorganismos presentes
en comunidades de biofouling a nivel mundial y nacional. Sumado a esto se realiz6 un estado del arte de
las actuales tecnologias asociadas al desarrollo de reactores de biofilm y la identificacion de los principales
factores y nutrientes asociados al crecimiento del biofilm marino. Posteriormente se desarrollé un modelo
matematico que describe el biofilm como un modelo continuo unidimensional, lo que posibilita la
descripcion de la dinamica de un biofilm mixto de organismos en el contexto del reactor de biofilm.
Ademas, se llevaron a cabo un andlisis exhaustivo de las principales alternativas de biorreactores de
biofilm para este propoésito particular, junto con una descripcion de los dispositivos, materiales y

caracteristicas necesarios para el equipo.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Disenar un biorreactor que simule condiciones que promueven el crecimiento de microorganismos y

macroorganismos, para la evaluacién de sistemas antifouling

2.2. Objetivos especificos

e Determinar y caracterizar las especies predominantes de micro y macroorganismos de la zona costera
en el mar y especificamente de la zona sur de Chile.

e Exponer los nutrientes y parametros asociados al crecimiento de biofouling marino en el mar y
especificamente zona costera del sur de Chile.

e Desarrollar el balance de materia de materia del biorreactor de biofilm que maximice el crecimiento de
micro y macroorganismos

e Modelar y disefiar un biorreactor que promueva el crecimiento de los microorganismos del sector
estudiado con capacidad de evaluar 3 placas de 7 x 15 cm y 2 mm de espesor que contengan

recubrimientos AF



3. Estado del arte

3.1. Biofouling marino

3.1.1. Introduccion

La presente seccidn muestra el estado del arte asociado al biofouling marino partiendo por su definicién
general y principales problematicas asociadas a campos industriales maritimos. Posteriormente se
muestran las etapas identificadas en su desarrollo mediante la transicion de estilo de vida sésil a
estacionario. Esto nos da pie para identificar las principales especies de microorganismos en etapas
tempranas del biofouling, implicadas en las problematicas como corrosién y desarrollo de biofilm. Sumado
a esto se identifican las principales especies de macroorganismos, asociados a la formacién de biofouling
maduro.

Las especies identificadas se obtuvieron de estudios tanto a nivel nacional como internacional y tienen
como objetivo plantear una base hipotética de lo que se puede esperar en estudios practicos posteriores

de identificacion de especies en biofilm, asociado al primer objetivo de este estudio.

3.1.2. Definicion

Se entiende por biofouling marino a la acumulacién de materia bioldgica indeseada sobre la superficie
de estructuras naturales o artificiales que estan en contacto con el medio acuatico. Este proceso inicia con
la adhesion de microorganismos que forman un biofilm, denominado microfouling, y que da paso a la
adhesion posterior de macroorganismos, llamado cominmente macrofouling. El biofouling marino
generalmente incluye una combinaciéon de biofilm, macrofouling e incrustaciones inorganicas [11]. La
morfologia del biofouling se caracteriza por su grosor, densidad, estructura, composicion, fuerza adhesiva
y peso de los organismos incrustantes. Debido a que la composicion de biofouling va desde
microorganismos a macroorganismos, se necesitan variadas técnicas de medicidn para la caracterizacién
de esta misma [11].

La Tabla 3.1 muestra ejemplos de campos susceptibles al biofouling y sus principales problemas
asociados. Las superficies en contacto de manera prolongada con agua marina son susceptibles a la
contaminacién por biofouling marino. Tanto en estructuras moviles (barcos) como fijas (equipo de
acuicultura, puertos, intercambiadores de calor) el biofouling genera un aumento de peso por la fijacion
de organismos, el cual se traduce en un desgaste de las estructuras, y en el caso de los barcos, un aumento

del consumo de combustible asociado al peso y friccién extra



Tabla 3.1: Campos de comtinmente afectados por biofouling marino en el rubro industrial maritimo y sus principales
consecuencias asociadas

Tipo Problema Referencia
Incremento de consumo de combustible [12]
Pérdida de ingresos por no operacién

Casco de barco Costo de mano de obra de procesos de limpieza Costo de
recubrimientos
Corrosion

Motor de barco Mayor estrés del motor por mayor arrastre

Aumento de la carga de la estructura

Costo de inspecciones

Contaminacién y disminucion de eficiencia por inhibicién de
transporte convectivo

Hundimiento por aumento de peso

Perdida de equipos

Costos de mantenimiento

Deterioro y dafio de los cultivos

Plataformas marinas
Sistemas de intercambio de calor

Equipos de acuicultura (Bayas, redes, paneles,
cuerdas, flotadores)
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Cultivos de mariscos v g . . [19]
Competencia biolégica por nutrientes y espacio
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. Dafio, modificacion de ecosistemas y habitats [18]

Ecosistemas P . [20]

Taxones ex6ticos marinos transportados en cascos de barcos [19]

Procesos ecosistémicos Dafios por competencia con biota nativa [18]

La rugosidad debido a la presencia de biofouling o revestimientos AF para prevenir el mismo, genera un
costo de funcionamiento de la embarcacién debido al aumento de la potencia de eje necesaria para
alcanzar la velocidad deseada, y subsecuentemente el aumento de consumo de combustible. Un estudio
sobre gastos acumulativos para naves de la Armada de los EE. UU publicado el 2011 y que comprende un
periodo de 15 afios, evidencia el aumento de costo debido al uso de recubrimientos AF (sin presencia de
biofouling) de tipo naval traducido a un costo acumulativo extra de USD$ 3,33 millones por barco, o, en
otras palabras, cerca de $USD 150.000/afio por barco. Por otro lado, en el caso de presencia de biofouling,
el costo acumulativo asciende valores que van desde los USD$ 22,7 a $USD 43,8 millones por barco,
dependiendo de la gravedad del ensuciamiento sobre el casco del barco [7], lo cual es equivalente a
aumento en el consumo de combustible de entre el 10,3% a 20,4% comparado con un barco sin
ensuciamiento ni recubrimiento [7].

Otro problema comun es la corrosion inducida por microrganismos presentes en el biofouling. La
corrosion ocurre por la presencia de células plancténicas que se adhieren a la superficie. Las superficies
sumergidas son rapidamente colonizadas por grupos de microorganismos de multiples especies. La alta
densidad celular presente en los biofilm que crecen sobre superficies metalicas promueve una intensa
competencia por nutrientes y recursos, ademdas del cambio de condiciones micro ambientales como
gradientes de oxigeno y pH. Esto desemboca en la depredacion de recursos y especies, y por consiguiente
una estructura estratificada donde las capas mas profundas son anéxicas y progresivamente dominadas
por especies capaces de utilizar el metal como su fuente de recurso para la supervivencia [16]. Se estima
que la corrosion en las zonas costeras es 10 veces mayor que en aguas profundas, con tasas de corrosion

que pueden superar 1 mm/afio [16].



Para limitar los costos medioambientales y econdmicos asociados al biofilm, se han desarrollado varios
métodos de tratamiento. En el dia de hoy las tecnologias AF incluyen técnicas biocidas y no biocidas como
superficies antiincrustantes, compuestos AF naturales y sistemas fisicos para prevenir este fenémeno [21].
En general los métodos antifouling se pueden dividir en 3 categorias; quimicos, fisicos y bioldgicos.

Los métodos quimicos involucran el uso de compuestos en pinturas de recubrimiento que inhiben el
asentamiento de organismos sobre la superficie. El principal compuesto usado desde la década de los 60
ha sido el tributilo de estafno (TBT) y otros compuestos organoestannicos, como el 6xido de tributilestafo
(TBTO) y el fluoruro de tributilestafo. Estos inhiben el crecimiento de la mayor parte de los organismos
de biofouling a bajas concentraciones y tienen la particularidad de poseer alta resistencia mecanica, y ser
estables a la oxidacién y la foto degradacion[1]. Sin embargo, estos se difunden facilmente en el agua de
mar, son altamente venenosos al no ser especificos a microorganismos perjudiciales, y tienen baja
degradaciéon [1]. Debido a esto, el TBT esta prohibido en todo el mundo desde el 2008 debido a su alta
toxicidad [21]. Otros compuestos se han desarrollado con el paso de las décadas como la tecnologia de
copolimeros autopulimentalbes (SPC) libre de estafio, pinturas de silicato o capsaicina [8,22].

Los métodos biolégicos se basan en el uso de enzimas y metabolitos de algunos organismos como algas,
hongos, esponjas y algunas bacterias que inhiben el crecimiento de biofouling de manera no toxica ni
bioacumulable [22]. Entre estos compuestos se pueden encontrar oxidorreductasas, transferasas,
hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas [22].

Finalmente, los métodos fisicos incluyen procesos mecanicos de remocién de las incrustaciones
biolégicas sobre los cascos, uso de radiaciéon, modificacion de las superficies y sus propiedades

hidrofébicas, entre otras [22].

3.1.3. Etapas de Biofouling

En la Ilustracion 3.1 se observa el proceso de desarrollo del biofouling. El proceso de formacion del
biofouling ocurre cuando los microorganismos hacen la transicion de un estilo de vida plancténico libre a
un estilo de vida sésil estacionario. Este proceso da paso a la formacién de un biofilm mediado por
reacciones fisicas y bioquimicas [22,23]. Hoy en dia, la teoria de formacién del biofilm sobre superficies
metalicas hace referencia a las siguientes etapas: (a) formacion de film de acondicionamiento; (b)
asociacion o reversible con la superficie (fijacion); (c) asociacion irreversible con la superficie
(adhesion); (d) proliferacion y crecimiento del biofilm; (e) maduracion y dispersion; y (f)

asentamiento de macrofouling [3,22]. Las etapas de la (b) a (e) pertenecen a la formacién del biofilm.



Ilustracion 3.1: Etapas comunes de desarrollo de biofouling marino [24]
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(a) Film de acondicionamiento, (b) asociacion reversible y (c) asociacion irreversible. En primera
instancia se forma una capa de acondicionamiento a través de reacciones fisicas simples como el
movimiento Browniano, interacciéon electroestatica, gravedad, flujo de agua y fuerzas de van der Waals
[22]. Este film estda compuesto por materiales organicos como proteinas, polisacaridos y proteoglicanos
sobre la superficie del sustrato [22]. La interfaz de moléculas adsorbidas proporciona una superficie mas
adecuada para la adhesién de microorganismos propiciando la fijacion irreversible de otros tipos de
microorganismos y la interaccidn entre ellas [3,22]. Tanto la formacién del film de acondicionamiento
como la primerea etapa de adhesion (reversible) se han informado en la literatura como la primera etapa
de formacion de biopeliculas al ocurrir casi de manera simultdnea. En el agua de mar natural, poblaciones
microbiolégicas y componentes del film de acondicionamiento se exponen simultdneamente a la
superficie, por lo cual estos procesos son casi inmediatos (aprox. 1 minuto) [3].

Un factor microbioldgico que influye en fijacion de los primeros microrganismos es la secrecién de
moléculas de adhesion (adhesinas), las cuales son expresadas por casi todas las bacterias, incluyendo las
marinas, y permite una adhesion efectiva de estas [3]. Otros factores influyentes son la topografia de la
superficie, donde las superficies mas rugosas y con mayor area superficial favorecen la fijacién inicial y la
tolerancia de las bacterias al estrés cortante de las corrientes marinas, ademas de las propiedades
electroquimicas asociadas a la composicién de la superficie de adhesion][3].

La premisa de cambio fenotipico entre el estado de fijacidn reversible y la siguiente etapa catalogada
adhesion irreversible es un sistema dependiente de la densidad celular llamado quorum Sensing (QS). Este
proceso consiste en que las células son capaces de sentir que es parte de una concentracion de células
mediante el reconocimiento de compuestos “sefial” especificos de bajo peso molecular secretados y
acumulados en las células [22]. EI QS desempefia funciones importantes en la regulacion de interacciones

iniciales entre microorganismos y superficies, la adhesién microbiana a la superficie, y el desarrollo del



biofilm [25]. Una via tipica de QS se caracteriza por la produccidn, liberacién y deteccién de pequefias
moléculas de sefal llamadas auto inductores resultando en el comportamiento coordinado de
microorganismos una vez que se alcanza una concentracion de sefial suficiente. Esta tiene como objetivo
lograr el beneficio grupal [26].

(d) Proliferacién y crecimiento del biofilm. Posterior a la fijacién de los microrganismos, es necesario
la producciéon de sustancias poliméricas extracelulares, denominadas EPS, para que estas puedan
replicarse con éxito, atraer miembros de nuevas especies y se formen biofilm robustos [3]. En biofilm
marinos con presencia de EPS se identifican proteinas, eDNA (ADN extracelular), polisacaridos y otras
moléculas organicas e inorganicas que brindan proteccién a la poblacién microbiana [27]. La configuraciéon
molecular de las EPS posee una estructura tridimensional que da lugar a funciones dentro de la matriz,
incluyendo la adhesion célula-sustrato y adhesion célula-célula o célula-matriz [3].

Las moléculas que componen los EPS tienen diversas funciones. El eDNA proporciona andamiaje
importante para la estructura del biofilm en muchos casos. También estudios indican su funcién de
regulacion de la lisis celular. Los exapolisacaridos por otro lado son cadenas de azucares clave para la
formacién de la matriz y la maduracién de este [3]. También representan una gran reserva de carbono
organico tanto para comunidades plancténicas como para biofilms y fijacion a superficies [28]. Finalmente,
las proteinas tienen un papel critico en la estructura de la EPS y la formacién del biofilm, por sus roles
estructurales y de distribucion espacial [3].

(e) Maduracion y dispersion. La maduracién del biofilm depende de las condiciones ambientales.
Temperatura, salinidad, pH, disponibilidad de nutrientes, entrada de nuevas especies exdgenas y la
composicidn de la superficie seran determinantes en la composicion del biofilm maduro [16]. Después de
la maduracién del biofilm, estos dispersan células en el agua para expandir las especies a otros lugares de
asentamiento [22]. La dispersién puede considerarse como la caracteristica distintiva de un biofilm
maduro. Esto ocurre cuando subpoblaciones de células se separan de la estructura original y colonizan
nuevas ubicaciones, siendo este un proceso altamente coordinado [3]. Aligual que las etapas anteriores,
la dispersion es un fendmeno que involucra estimulos moleculares y ambientales. Por ejemplo, el ADN
extracelular puede inhibir la dispersiéon e impedir la incorporacién de nuevas celular a la matriz [29].

(f) Asentamiento de macrofouling. El asentamiento de larvas de macrofoulers inicia desde etapas
anteriores, sin embargo, la maduracion y el proceso metamoérfico esta relacionado a un mayor desarrollo
del biofouling. Posterior a la colonizacion de microrganismos y su proceso de maduracion,
macroorganismos son capaces de unirse a estas superficies [21]. Los efectos mas problematicos del

biofouling surgen debido a la colonizacién de estos macroorganismos [22].



3.1.4. Microfouling

Microfouling. El microfouling es esencial en las etapas iniciales de formacién, adhesién y maduracién
del biofilm. Es posible destacar el predominio de especies procariotas y algunos hongos en la accion
corrosiva de superficies metalicas. La distribucidn de especies capaces de reducir y oxidar hierro alcanza
a casi todos los grupos bacterianos, entre, asi como una gran parte del superreino Archaea [16]. La
formacién de una comunidad bacteriana inicial de estos microrganismos, en conjunto con especie de
microalgas, da paso al desarrollo peliculas de algas y microrganismos posteriormente[30]. Se han
reportado resultados similares en la composicion de comunidades bacterianas en 2 superficies distintas,
acero inoxidable y policarbonato [31].

En el caso del superreino Bacteria, las mas comunes son las Proteobacterias, perteneciente al tipo
Gramnegativas. En el caso de éstas ultimas, el papel corrosivo de metales esta asociado con la producciéon
de acido y la oxidacién del hierro en condiciones aerdbicas y anaerdbicas [16]. Las especies de
Proteobacteria se clasifican taxond6micamente en clases a—, f—, §—, €¢—, y—, { — Proteobacteria, sin
embargo, las especies mas relacionadas a la oxidacién del hierro son las de clase 5-Proteobacteria, que
estan compuestas por bacterias litotréficas, oxidantes de hierro, aerébicas y con una preferencia para
crecer en un ambiente ligeramente acido[16,32]. Otro grupo predominante en la corrosion de superficies
metdlicas es el grupo § — Proteobacteria en condiciones anaerébicas, por lo que la accién corrosiva
ocurre principalmente bajo reacciones de reduccién de hierro, asociada a las especies del género
Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfotignum y Desulforomonas reductoras de sulfato [16,32,33]. Por otro
lado, el orden Rhodobacterales perteneciente a la clase @ — Proteobacteria son las mas relevantes en
cuanto a nivel de abundancia en la colonizacién de biofilms sobre superficies metalicas [30].
Especialmente en aguas calidas, son los colonizadores superficiales primarios dominantes, atribuido a su
capacidad de reaccionar a un bajo nivel de enriquecimiento de nutrientes [31].

Otros filos comunes de tipo gramnegativa en las etapas iniciales de formacién de biofilm en superficies
metalicas, pero que sin embargo no hay tenido una implicancia grande en el proceso corrosivo son los filos
Plantomycetotas, Pseudomonadota (Laktonella) y Cyanobacteria. Si bien el filo Cyanobacteria no clasifica
como bacterias Gramnegativas, presentan caracteristicas similares a estas [32]. También se destaca la
presencia de los filos Acidobacteria y Verrumicrobia [31].

Si bien las especies de bacterias Grampositivas no estan comtinmente asociada a procesos corrosivos,
se han descrito cepas presentes en biofilms corrosivos. Las especies mas representativas de este tipo de
bacterias son las pertenecientes a los filos Actinobacteria, Chloroflexy, Firmicutes y Bacteroidetes [16,30-
32].

Es importante destacar que, en su etapa inicial, la composicién de especies no es constante. En la
Ilustracion 3.2, se presenta la variacion temporal en un lapso de 36 horas y 4 etapas de la distribucién de
composicidon bacteriana del biofilm en su etapa inicial. Se observan 7 filos bacterianos con las y —
Proteobacteria, a« — Proteobacterial y Bacteroidetes como los grupos principales, siendo este ultimo el

Unico de tipo Grampositivo [32]. La proporciéon de a —Proteobacterias incremento de un 11% a 38%,



mientras que la de y — Proteobacteria paso de 44% a 25% en 24 h [32]. Laktonella fue el grupo de mayor
relevancia en la segunda etapa pasando de un 12% a 18%][32]. Otros miembros de grandes grupos
identificados fueron Arcobacter (17% a 36h), Pelagibacter (15% a 9h), Alteromonas (15% a 9h),
Pseudoalteromonas (10% a 9h) y y-Proteobacteria (22% a 3h) [32].

Ilustracion 3.2: Composicion de los principales filos bacterianos de una comunidad bacteriana del biofilm marino desarrollado
sobre superficie metalica. Los cupones se colocaron en bastidores a 2 m de profundidad a la cubierta de un muelle en Puerto de
Sacheon (37°53'N, 128°49’E), ubicado en la costa este de la peninsula de Corea. [32]

A)

o
o

[ Plantomycetes

B Cyanobacteria

@
o
T

O Actinobacteria

@
o
T

B ¢-Proteobacteria

B Bacteroidetes

S
o
T

O a-Proteobacteria

Relative abundance (%)

B 7 -Protecbacteria

n
o
T

9 24
Sampling time (h)

Por otro lado, como se mencionaba anteriormente, el reino Archaea es el segundo grupo de
microrganismos mas importantes en el proceso de corrosion de aleaciones metalicas en ambientes
marinos. Los miembros del grupo participantes en procesos corrosivos estan incluidos en el filo
Euryarchaeota, donde las cepas metanogénicas (generadoras de metano) son las mas asociadas con la
corrosion de metales en el agua de mar. Fisiolégicamente, los metan6genos son anaerobios que generan
metano en el proceso de corrosion mientras usan C0O, como aceptor final de electrones, donde se destacan
las especies de ordenes Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, entre otros [16].

Existe una marcada diferencia en la composicion entre superficies con recubrimientos sin propiedades
AF y con propiedades AF. En el primer caso, la composicion bacteriana de las etapas tempranas es casi
idénticas, independiente del material de la superficie estudiada (acero, vidrio y policarbonato)[31]. Estas
son dominadas principalmente por Rhodobacterales (a-Proteobacteria) y Alteromonas (y-Proteobacteria).
También se identificaron otros grupos menores y patégenos de origen humano [20]. Por otro lado, la
composicidn sobre superficies con recubrimientos a base de biocidas esta basada en tres filos: Firmicutes,
Bacteroidetes y Proteobacterias (a y y ), pero con una diversidad mas baja que los resultados en superficies
no AF [31].

En la tabla 3.2 se resume la composicién comun de los reinos Bacterias y Archaea, en todas sus etapas

de crecimiento en superficies metalicas con propiedades AF y sin propiedades AF.
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Tabla 3.2: Composicidén principal (Bacterias y Archaea) en todas sus etapas de crecimiento sobre superficies metdlicas con y

sin propiedades AF.
Reino Filo Clase Orden Genero Especie
u Pelagibacter P. ubique
Rhodobacterales Roseobacter
Leptothrix
B - Gallionella Gallionella ferruginea
Sideroxydans
Desulfovibrio
Proteobacteria 6 — Desulfob'a cter
Desulfotignum
Desulforomonas
£ — Arcobacter
Mariprofundus Mariprofundus ferroxydans
Bacteria y— Alteromonas
Pseudoalteromonas
Z —
Planctomycetota
Pseudomonadota Loktanella
Acidobacteria
Furmicutes Bacilli Bacillus Bacillus Cereus
, Falvobacteriia Bacillus subtilis
Bacteriodetes . .
Sphingobacteriia
Actinobacteria
Choloflexi
Cyanobacteria
Methanobacteriales
Methanococcales
Archaea  Euryarchaeota Methanomicrobiales
Methanosarcinales

Methanomassiliicoccales

Otro grupo de gran importancia son las microalgas y diatomeas. En general, las algas tienen una rapida
velocidad de crecimiento que les otorga ventaja considerable en la competencia por la colonizacién de
superficies [21].

Los principales factores que afectan la distribucién y crecimiento de algas son la luz y la disponibilidad
de nutrientes. Las algas al ser organismos fotosintéticos dependen absolutamente de la luz. Por otro lado,
la disponibilidad de nutrientes es un factor clave para la regulaciéon del crecimiento algal. Nitrégeno,
carbono y fosforo son esenciales [21]. Otros nutrientes secundarios importantes son el silicio
(componente esencial para las diatomeas), hierro, calcio, cobalto, magnesio y manganeso.

En aguas calidas generalmente la produccién de algas es homogénea durante todo el afio a lo largo de
las zonas tropicales. En aguas mas temperadas, se observan 2 periodos de flotamiento importante en
marzo-abril y septiembre-octubre. El primer flotamiento estd dominado por diatomeas, y el segundo por
otros grupos de algas propiciado por las condiciones favorables de temperatura y concentracién de
nutrientes) [21]. La disponibilidad de nutrientes asociado con la temperatura influencia los patrones de

produccion de algas y determina los ciclos de floracion en diferentes latitudes (Ilustracién 6.2) [21].
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Ilustracion 3.3: Representacion del ciclo de densidad de algas en tres sistemas diferentes: artico, templado y tropical [21]
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En el caso de Chile, los periodos de “afloramiento” (SST ~ 12°C, SSS < 33.8) y “No afloramiento” (SST >
13°C, SSS > 34.0) de algas son generalmente entre meses de noviembre-abril y mayo-septiembre
respectivamente [34].

Un estudio realizado por Landoulsi et. al (2011) destacan la predominancia de las diatomeas en la
formacion de biofilms sobre acero inoxidable especialmente cuando la superficie esta expuesta a luz [4].
Estas desarrollan una relaciéon mutualista con bacterias en ambientes marinos. Aunque generalmente los
biofilms primarios estan dominadas por bacterias, la gran acumulacién de biomasa en etapas maduras se
atribuye a las diatomeas y microalgas [4].

Existe una marcada diferencia entre las comunidades de diatomeas plancténicas y la de biofilms, con
diatomeas pennadas dominando en los biofilms y diatomeas céntricas en las columnas de agua [31]. Se
destacan las especies en incrustaciones de diatomeas Pennatea como Navicula, Nitzschia, Cocconelis,
Licmophora, Synedra, Amphora, Achnanthes, Bacillaria, Biddulphia, y los géneros Centricea Fragilaria,
Grammatophora, Rhabdonema y Berkelaya [31]. Sumado a esto, existen diferencias en cuanto a las especies
y abundancia de microalgas y diatomeas dependiendo de si la superficie tiene recubrimientos AF o no. En
el caso de superficies metalicas con recubrimientos AF la composicion de estas es mas variables
dependiendo de la superficie de adhesién, sin embargo, es dominada por diatomeas (78%), seguido de
cianobacterias (19%), flagelados verdes (1%), dinoflagelados (1%), con otros grupos taxonémicos que
representan el 1% restante. En el caso con recubrimientos AF se destaca la predominancia del género
Amphora, seguido de Achnanthes, Amphiprora, Navicula y Stauroneis [31]. Las principales especies de

microalgas y cianobacterias identificadas se muestran en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3: Principales especies de microalgas y cianobacterias presentes en biofouling marino sobre superficies metéalicas

sumergidas en ambiente marino [21]

Filo Subclase Genero Especie
Achnanthes Achnanthes brevipes
Achnanthes longipes
Amphiprora Amphiprora paludosa
Amphora Amphora coffeaeformis
Bacillaria
Berkeleya
Biddulphia
Bleakeleya notata
Cocconeis
Pennatea CIir'nacosphenia
Cylindrotheca
Diploneis
Ochrophyta (Diatomea) Fragilaria
Grammatophora
Licmophora Licmophora abbreviata
Licmophora sp.
Melosira
Manguinea rigida
Pleurosigma sp.
Striatella unipunctata
Navicula Navicula sp.
Nitzschia Nitzschia pusilla
Centricea ~ Rhabdonema
Stauroneis
Synedra

Oscillatoria sp.

Cyanobacteria Phormidium sp.

Chlamydomonas (Flagelados verdes)

Dinoflagellata

En cuanto a nivel nacional, en un estudio de caracterizacion bioldgica realizado en la zona costera del
Biobio, llevado a cabo a 33 km de la costa de concepcion entre el periodo de septiembre de 2003 y agosto
el 2004 [34], se identificaron los siguientes componentes y se registro su frecuencia de aparicién durante
el periodo de muestreo: (a) 22 géneros de diatomeas (rango de tamafio: 15-200 Im), principalmente en la
fraccion micro plancténica; (b) ocho géneros de dinoflagelados (8-60 Im), dos de ellos con algunos
componentes en la fracciéon de nano plancton; (c) cuatro géneros de ciliados y tres tipos no identificados
(15-100 Im), y cuatro géneros tintinidos (50-150 Im); y (d) 12 morfotipos flagelados, en su mayoria en el
rango de tamafio de Nanoplancton (3-25 Im), pero uno en fracciéon de microplancton (5-80 Im), clasificados
segun la forma, el rango de tamafio y el nimero y posicién de los flagelos Las abundancias integradas para

cada fecha se muestran en la Tabla 3.4
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Tabla 3.4: Resultados de muestreo biolégico de diatomeas de la zona del Biobio. (Fuente: [35])

. Taxones
Diatomeas Ciliados Dinoflagelados Flagelados
Microplancton (25-250 Im)
Pleurosigma (23) Cil(8) Girodinio (100) Tipo Euglena (10)
Navicula (71) Ci2(6) Diplospsalis (17)
Pseudo-nitzschia (71) Ci3(10) Prorocentro (2)

Caetoceros (88) *
Talasiosira (88) *

Estrobilidio ((79) Ceracio (4)
Estrombidio (31) Gonyaulax (33)

Thalassiotrix (29) * Labea (58) Dindéfisis (6)
Odontella (23) * Protoperidinio (40)
Asterionelopsis (40) * Tintinidos Gimnodinio (83)

Esqueletoma (46) *
Talasionema (48) *
Gramorfos (6)
Actinocilclo (19)

Helicostomella (33)
Daayiella (2)
Tintinnidio (4)
Codonela (6)

Deténula (25) *

Guinardia (38) *

Cilindroteca (50)

Coscinodisco (40)

Eucampia (35) *

Cerataulina (10) *

Rizosolenia (10)

Leptocilindro (27) *

Coretron (6)

Lauderia (6)

Nanoplancton (3-25 Im)

Nanodiatomeas (40) Estrobilidio Girodinio
Mesodinio (36) Gimnodinio

Ollicola (15)

F13 (s) 3-51m (100)
F18 (s) 6-11 Im (100)
F123 (s) 12-15 Im (56)
F19 (s) 16-25 Im (10)
F12 (p) 3-51m (79)
F14 (p) 5-15Im (90)
F17 (p) 16-20 Im (29)
F130 (p) apical f (21)
F15 (e) (56)

F1, tipo de flor (10)
Florida, Pyramimonas (50)
Ci, Ciliado; F1, Flagelado; s, esférico; p, en forma de pera; e, elipsoidal; * formacién en cadenas

3.1.5. Macrofouling

Un rasgo comun en el asentamiento de macroorganismos es la formaciéon de un biofilm maduro
previamente. El estudio realizado por Cao (2011) demostré que el aumento de concentracion de
diatomeas podria inducir la maduraciéon de larvas de percebes [22], sin embargo, experimentos
posteriores han tenido resultados contrarios. El estudio demuestra que, debido principalmente por la
competencia de nutrientes y luz, los microrganismos producen metabolitos para repeler larvas de
macroorganismos especificos [22]. Sin embargo, los biofilms cominmente generan una relacion
mutualista con macroorganismos y parecen aumentar significativamente la fuerza de adhesion de éstos
[22]. Por ejemplo, la ascidia Phallusia nigra, el gusano tubicola poliqueto Hydroides elegans, el serpulido

Pomatoceros lamarkii, ademas de varias especies de mejillones y percebes como Mytilus edulis y
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Amphibalanus respectivamente, presentaron evidencia de que sus las larvas son estimuladas para
asentarse y metamorfosearse en presencia de biofilms de EPS, e incluso inhibidas en ausencia de biofilm,
como es el caso de H. elegans [31].

La tabla 3.5 resume los principales macroorganismos presentes en el biofouling marino. Existen
representantes comunes de los reinos Animalia y Plantae en las comunidades de biofouling marino. Entre
los organismos comuinmente encontrados en comunidades macro incrustantes se pueden nombrar
especies pertenecientes a grupos de esponjas, hidroides, anemonas, gusanos tubicolas, bivalvos, percebes,
briozoos, ascidias y macroalgas [36]. Las clases Ulva y Cirripedos (Percebes) se usan cominmente como
representantes de los respectivos reinos para estudios de macrofouling.

El género Ulva es el alga macro incrustante mas importante en el proceso de colonizacién de superficies,
la cual sucede mediante la liberacidn de grandes cantidades de esporas méviles microscopicas [1]. Estas
esporas se fijan mediante la secrecion de glicoproteinas [22]. La adhesién implica un patrén de
comportamiento por parte de la espora nadadora que responde a una variedad de sefiales fisicoquimicas,
como de las bacterias, que pueden guiar a las esporas hacia una superficie adecuada [1]. Una especie

relevante de este género es la Enteromoprha.

Tabla 3.5: Principales filos de macroorganismos presentes en el biofilm marino maduro sobre superficies artificiales en el
entorno acuatico marino.

Filo Especie Filo Especie

Amphibalanus Amphisbetia bispinosa

Arthropoda Balanus amphitrite communis Ectopleura crocea
Balanus amphitrite variegates Ectopleura larynx
Boccardia knoxi Cnidaria Eutima japonica
Hydroides elegans Hydractinia angusta
Polydora hoplura Obelia bidentata

Annelida Polydora w'e'bsteri Tubularia sp.
Polydora ciliata Crassostrea sp.
Polydora vulgaris Lithophaga sp.
Pomatoceros lamarkii Martesia sp.
Pomatoceros triqueter Mpytilus sp.
Botryllus Mollusca Pinctada sp.
Ciona intestinalis Pinna sp.
Dicarpa sp. Pteria sp.
Didemnum perlucidum Saccostrea sp.
Didemnum sp. Styela plicata
Didemnum vexillum Imogine mcgrathi
Diplosoma sp. . Stylochus sp.
Mpytilus edulis Turbellaria Stylochus matatsai
Chordata Phallusia nigra Stylochus frontalis

Pomatoceros lamarkii Callyspongia fibrosa

Cliona celata

Cliona dissimilis
Cliona margaritiferae
Cliona orientalis
Cliona sp.

Cliona vastifica

Pione velans

Styela clava borifera

Fuente: Elaboracién propia.
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En el caso de los percebes, el proceso de adhesion es algo diferente. Las larvas de estos nadan libremente

en las columnas de agua y necesitan adherirse a la superficie para madurar, Las anténulas de estos se unen

mediante la secrecién de un “cemento” granulado que contiene altas concentraciones de proteinas, para

luego pasar por una fase de metamorfosis a percebes juveniles y posteriormente de adultos. La

ilustracion 3.4 muestra una larva de percebe perteneciente a la subclase de los cirripedos.

Ilustracion 3.4: Larva ciprida del percebe Balanus amphitrite, donde se aprecian los dos apéndices antenulares por los que la
larva “camina” antes de adherirse y metamorfosearse en un percebe adulto [1]

Otros organismos sumamente importantes de las comunidades macro incrustantes son las algas. Las

principales macroalgas involucradas en la colonizacién de superficies artificiales son listadas en la tabla

3.6 [31,36].

Tabla 3.6: Principales clases de macroalgas involucradas en el biofilm marino (Fuente: [2,31,36])

Clasificacion de algas

Chlorophyta (Algas verdes)

Heterokontophyta

Phaeophyta (algas pardas)

Rhodophyta (Algas rojas)

Bryopsis hipnoides
Bryopsis pennata
Caulerpa taxifolia
Chaetomorpha fi brosa
Chara aspera
Cladophora sp.
Codium fragile
Desmidium grevillii
Fucus vesiculosus
Halimeda opuntia
Hyalotheca dissiliens
Rhizoclonium sp.
Siphonales
Spondylosium pulchrum
Stigeoclonium sp.
Ulothrix zonata

Ulva prolifera

Ulva australis

Ulva intestinalis

Ulva lactuca
Urospora penicilliformis

Dictyota bartayresiana
Fucus vesiculosus
Laminaria hyperborea
Laminaria rodriguezii
Saccharina latissima

Desmarestia sp.
Ectocarpus sp.
Laminaria sp.

Petalonia fascia
Pilayella littoralis
Sargassum muticum
Scytosiphon lomentaria
Undaria pinnatifi da
Vaucheria sp.

Acrochaetium sp.
Antithamnion sp.

Bangia fuscopurpurea
Ceramium rubrum
Coralline crustose
Delisea pulchra
Furcellaria lumbricalis
Gracilaria vermiculophylla
Hildenbrandia sp.
Osmundaria volubilis
Phyllophoracrispa
Polysiphonia sp.
Porphyrayezoensis
Rhodomela confervoides
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En la actualidad, las introducciones bioldgicas inducidas por el transporte mediado por humanos
generan cambios bruscos en la distribuciéon normal de especies, siendo uno de los cambios globales més
generalizados [37]. En el &mbito marino, se ha fracasado en los intentos de erradicacién de las especies no
autdctonas, debido en particular, a la deteccién tardia, diversos vectores de propagacion y alta capacidad
de dispersién de estas especies [38].

Esto se puede evidenciar en el estudio a nivel nacional llevado a cabo por Leclerc et. al (2020) a lo largo
de 100 km. de la linea costera de la region del Biobio entre marzo 2017 y abril 2019. Un total de 78 taxones,
dominados por fauna sésil (68 taxones) fueron identificados en los platos de muestreo. De estos, 13 eran

no nativos y 12 criptogénicos [38] Los resultados se muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7: Resultados muestreo de taxones de macrofoulers presentes

Taxones Filo Taxones Filo

No nativas Nativas

Bougainvillia muscus Cnidaria Austromegabalanus psittacus Arthropoda
Bugulina flabellata Bryozoa Balanus laevis Arthropod
Exochella sp. nov. Bryozoa Crepipatella fecunda Mollusca
Mytilus galloprovincialis Mollusca Semimytilus algosus Mollusca
Asterocarpa humilis Chordata Pyura chilensis Chordata
Ciona robusta Chordata No asignados

Diplosoma listerianum Chordata Amphipod tubes Arthropoda
Criptogénicas Spirorbis sp. Annelida
Amphisbetia operculata Cnidaria

Clytia linearis Cnidaria

Coryne eximia Cnidaria

Obelia dichotoma Cnidaria

Alcyonidioides mytili Bryozoa

Amathia cf. gracilis Bryozoa

Corella eumyota Mollusca

Fuente: [35]
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3.2. Biorreactores de biofilm

3.2.1. Introduccion.

Existen diversos métodos para evaluar la eficiencia de los recubrimientos antifouling, tanto “in situ”
como “ex situ” (escala de laboratorio). El método comun de evaluaciéon “in situ” comdn consiste en la
exposicién de placas de acero con recubrimientos antifouling montadas sobre un bastidor de PVC
(Ilustracion 3.5). El bastidor debe ser posicionado de tal manera que las mareas se muevan de manera
paralela a las caras de las placas las cuales deben estar a una profundidad minima de 0,3 [m] y maxima de
3 [m]. Estas placas pueden ser expuestas en ciclos estaticos o dinamicos mediante el uso de un motor de
accionamiento por un periodo de tiempo especifico, generalmente 30 dias o mas. La metodologia esta
estandarizada internacionalmente y es la forma comun de evaluacién de recubrimientos antifouling
[39,40]. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, los resultados de pruebas marinas pueden
verse influenciadas por factores ambientales como las condiciones climaticas, temperatura y geografia, lo

que resulta en la repeticion de pruebas y poca confiabilidad de los resultados [41].

Ilustracion 3.5: Rack de exposicion para evaluacion de sistemas AF (Cortesia de Ignacio Muiioz Rivera)

Otro método “in situ” para estos fines, es el uso de un bioreactor de sistema abierto para el crecimiento
de biofouling, el cual consta con un sistema de control de parametros relevantes, y que posee una conexién
directa para el suministro de agua marina y una abertura de vaciado para vaciar manualmente el depdsito.
Este modelo cuenta con un intercambiador de calor para el control de temperatura; un sistema de
iluminacion regulable, para variar la intensidad, longitud de onda o los tiempos de la iluminacién; y un
agitador de paleta para favorecer el movimiento fluido por las superficies de crecimiento de los
microorganismos [42]. A diferencia del método anterior, este permite un mayor nivel de control de
parametros relevantes como temperatura e iluminacion, sin embargo, es necesaria la cercania a la fuente
de alimentacién de agua marina lo que limita la realizacién de experimentos. Sumado a esto, la
composicién del flujo de agua marina estd expuesto a variaciones fisicoquimicas y bioldgicas no

controlables a la entrada del reactor.
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Por otro lado, los ensayos “ex situ” realizados en laboratorios, consisten generalmente en biorreactores
que reproducen la formacién de biofilms de manera muy similar al equipo mencionado en el parrafo
anterior, permitiendo su estudio en diversas areas de investigacion. En la actualidad, estos biorreactores
son utilizados para la investigacién de los efectos de agentes antimicrobianos sobre un biofilm [8,43],
andlisis de procesos de corrosion influenciada por la formacién de biofilms [16] y estudios para
tratamiento de aguas residuales de distinta procedencia [44]. Los reactores de biofilm son una
herramienta para generar un biofilm que exhibe cualidades particulares deseadas, mediante la simulacién
de condiciones ambientales de interés. Esto permite estudiar las caracteristicas quimicas y fisioldgicas
inherentes [45].

Si bien existe un gran desarrollo de biorreactores de biofilm con las finalidades antes mencionadas, los
estudios asociados a desarrollo de biorreactores con el objetivo de simular un entorno marino controlado
no han tenido un gran desarrollo en los tltimos afios, por lo cual, se realizd el estado del arte de los modelos
de reactores de biofilm para determinar la mejor opcién el modelo del reactor para esta finalidad.

En las dltimas décadas se han desarrollado variados sistemas de biofilm, los cuales se pueden clasificar
bajo distintos criterios como configuracién, modo de operacién, material de construccion, funcioén, tipo de
cultivo, entre otros.

Se han desarrollado muchos tipos de dispositivos para estudiar biofilms a escala auténoma. En
ingenieria, los reactores de biofilm son utilizados ampliamente para tratamiento de aguas y eliminacién
de contaminantes. Los reactores se pueden clasificar bajo distintos criterios, tales como el modo de
alimentacion (flujo ascendente, o descendente), configuracion (de lecho fijo o lecho mévil) o el tipo de
soporte para el crecimiento (superficie lisa sumergida o lechos de relleno). La tabla 3.8 muestra los
principales modelos de biofilm analizados en el presente estudio. Las caracteristicas y los resultados
relevantes del uso de biorreactores de biofilm a escala de laboratorio seran analizados en profundidad en

la seccion 4 (estado del arte).

Tabla 3.8: Clasificacion de biorreactores de biofilm

Configuracion Nomenclatura
Reactor anular rotatorio RAB
Reactor de biofilm CDC CBR
Reactor de disco rotatorio RDR
Reactor de panel plano FPBR
Reactor de panel plano horizontal h-FPBR

3.2.2. Modelos de biorreactores de biofilm

Los primeros estudios de biorreactores de biofilm surgen en la década de los 60’s con el desarrollo de
los reactores anulares rotatorios (RAB). Estos estudios se enfocan en métodos de tratamientos de aguas
residuales domésticas y/o industriales [46]. Sumado a esto, se han utilizado para estudiar la velocidad de
consumo de substrato, y caracteristicas de los biofilm [47,48]. También han sido usados extensamente en

evaluacion de corrosion inducida por la formacion de biofilms bajo condiciones de flujo turbulento [43,49].
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Los RAB pueden ser operados como un sistema continuo [49], 0 en modo Batch inicial con tal de permitir
la fijacion del biofilm y posteriormente transitar a una configuracion continua [46]. Su estructura se
compone de un recipiente exterior cilindrico con otro cilindro interno concéntrico que contiene los
cupones de muestreo de biofilms extraibles en su cara exterior. El cilindro interno tiene la capacidad de
ser rotado mediante un motor, el cual permite inducir el mezclado y controlar la velocidad de rotacion,
otorgando cierto control del esfuerzo cortante sobre el biofilm, simulando el entorno interno de una
tuberia diferentes velocidades de flujo [47].

El disco externo generalmente tiene un didmetro entre 30 a 116 cm, y una altura entre 125 a 190 cm.
Por otro lado, el disco interno puede ir desde 20 a 100 cm de didmetro y entre 25 a 175 cm de altura
[48,50]. El volumen de este reactor es variable, dependiendo del estudio, y generalmente varia entre 0,69

L a4,5L [48,50]. La configuracién de este modelo puede ser visualizada en la Ilustracién 3.6.

Ilustracion 3.6: Reactor de Biofilm Rotatorio Anular [49]

Motor

Flujo de entrada —.Q—

— Cilindro rotatorio Interno

—— Cilindro externo estatico

Cupones de muestreo Medio o agua de alimentacion

Flujo de salida

Los materiales mas comunes para su fabricacion son el cristal [46] o policloruro de vinilo (PVC) [47,48].
Sin embargo, el PVC genera problemas de adhesién de biofilm y el cristal tiene a ser un material delicado
para su utilizacion [47]. Una solucién es el uso de Polimetilmetacrilato (PPMA) en el disco interior para
evitar este problema [51], o el uso de policarbonato, que tiene mejores resultados en el proceso de
adhesion del biofilm [50].

Los valores de parametros relevantes dentro del reactor dependen de los microorganismos de estudio
y las condiciones que se requieren simular. Los parametros generalmente controlados son temperatura,
pH, oxigeno disuelto, concentracion de substrato, flujo de entrada y velocidad de rotacion del disco
interno [46,48,50,51]. El pH generalmente se mantiene entre valores de 6.5 a 7.5, controlado mediante un
medidor de pH con un electrodo puesto desde la parte superior en contacto directo con el medio [46,51].
La temperatura usualmente se controla usando un bano térmico y la velocidad de rotacién varia entre 100
a 2000 rpm. [50].

La principal ventaja de esta configuracion es el control sobre el estrés hidraulico generado en la
superficie de los biofilms, ademas de otorgar un mejor control de la agitaciéon del medio [48]. Sumado a
esto, el sistema planteado en el estudio realizado por Capdeville et. al (1990) considera un factor relevante
de esto modelo la facilidad de muestreo y de mediciéon de valores asociados al biofilm, en especial su

densidad [48]. Estos primeros estudios estan enfocados en determinar los parametros influyentes en la
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cinética de crecimiento, caracteristicas y comportamiento de los biofilms. Por otro lado, Capdeville toma
los modelos usados por sus predecesores y define 6 fases definidas de crecimiento de los biofilms tomando
un modelo de crecimiento nuevo basado en la definiciéon de la biomasa en activada o desactivada, el cual
es utilizado en estudios posteriores de modelacion de estas. De estos estudios se concluye que la velocidad
de crecimiento del biofilm es independiente de la concentraciéon de substrato (oxigeno y fuente de
carbono) en el reactor luego de que el biofilm llega a su fase estacionaria de espesor constante, por lo que
la velocidad de crecimiento no cambia significativamente ante cambios de concentraciéon de substrato
[46,47].

Prototipos mas recientes de este tipo de modelo han sido desarrollados a lo largo de las décadas, tales
como el desarrollado en el estudio de Paule et. al en 2011, donde se realiza un cultivo de comunidades de
biofilms fototrépicos (algas) [51]. Este prototipo presenta caracteristicas particulares especificas, como
una fuente de luz interna modular compuesta de tubos fluorescentes con ciclos de luz/oscuridad protegida
por un cilindro hermético al agua [51]. Otra caracteristica relevante es que las placas de muestreo estan
adheridas a la pared interior del disco externo estacionario del reactor para tener mayor control en el
efecto de la fuente luminica sobre el crecimiento del biofilm. Para tal efecto, una vez por semana se vaciaba
el cilindro interno durante 15 minutos para limpiar manualmente la superficie del disco interno con los
tubos de luz fluorescente en su interior para asegurar una distribucién homogénea de exposicién a la luz
en el reactor [51]. La finalidad de este modelo es el analisis dindmico del biofilm y andlisis de aplicacién a
nivel industrial. Por otro lado, es recalcable la necesidad de realizar estudios con medios de cultivo no
selectivos y necesidad de suministro continuo de in6culos de biomasa [51].

Otro modelo bastante utilizado es el Center for Disease Control (CDC) Biofilm Reactor, o mas conocido
como CBR®. Este reactor consiste en un recipiente de vidrio de 1 L que consta de 8 varillas de polipropileno
que soportan los cupones de muestra de biofilm, donde cada una puede portar 3 cupones de 12,7 mm de
didmetro cada uno. El modelo cuenta con un puerto de entrada en la parte superior y un puerto de descarga
en la parte lateral inferior, por los cuales circula el medio de crecimiento, ademas de una barra de agitacion
magnética controlable que generar el cizallamiento requerido sobre el biofilm [52]. Un esquema de este
modelo se pude ver la Ilustracién 3.7.

Este reactor puede ser empleado en diversos usos, tales como la evaluacién de biofilms para
pretratamiento de agua usadas en plantas de osmosis inversa. En el estudio realizado por Armbruster
(2012) se usa este modelo para el desarrollo de un biofilm multiespecie estable y repetible para la
evaluacién de desinfectantes [53]. Por otro lado, en el estudio de Méndez et. al (2020) evalua el efecto de
la temperatura, medio de cultivo y superficie de crecimiento sobre el desarrollo de un biofilm de multiples
cepas por separado en cada cupén de muestreo [49,53,54].

En el estudio realizado por Goeres et. al (2005) utiliza este modelo para la generaciéon de un
procedimiento de operacion estandar de generacion biofilm multiespecies bajo diferentes condiciones de
estrés hidraulico, temperatura, velocidad de agitacién y concentracién de nutrientes del flujo de entrada

[43]. El estudio destaca que la implementacion del cultivo en modo de operacién Batch previo al
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experimento en modo continuo, para permitir la fijaciéon y correcta inoculacién fue la mejor opciéon parala
correcta generacién de los biofilm. Otro factor relevante es que la configuracidn del biorreactor permite
que no haya variaciones altas esfuerzo de corte del fluido sobre la superficie del biofilm entre distintas
posiciones de los cupones de muestreo en el reactor.

Otro estudio realizado por Méndez et. al (2020) simula la generacidn de biofilms en equipos industriales
de procesamiento de alimentos, mediante la utilizacién de cupones de policarbonato y acero inoxidable
como superficies de crecimiento. Se estudio el efecto de la temperatura, medio y tipo de superficie sobre
la morfologia y crecimiento del biofilm multi especie del género L. monocytogenes y se demostré que estos
factores fueron significativamente relevantes estadisticamente en la formacion de biofilm, ademas de que
existe un efecto relevante de la interaccion entre temperatura y medio de crecimiento sobre los biofilms
[54].

La ventaja de este modelo es que permite tomar muestras de cupones a lo largo del experimento de
manera aséptica retirando las varillas de soporte por la parte superior del reactor. Ademas, el CBR es
reutilizable, autoclavables y esterilizable [52]. El modelo CBR proporciona alta repetibilidad bajo

cizallamiento constante y con una variedad de microorganismos y cultivos mixtos [45,54].

Ilustraciéon 3.7: CDC Biofilm Reactor
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Otra alternativa empleada en el tratamiento de aguas residuales es el sistema conocido como contactor
biolégico rotativo (RBC). Este reactor consiste en un disco o varios discos horizontales contenidos en un
tanque y montados sobre un eje, los cuales son rotados mediante un motor. Esta configuracién permite
que los discos estén parcialmente sumergidos en el medio y que la superficie de estos tenga un contacto
alternado entre el medio liquido y el aire, en la cual se adhiere el crecimiento biolégico formando el biofilm.
Esta configuracién tiene como objetivo mantener un buen intercambio de gases y el tratamiento eficiente
de aguas residuales [55]. Este modelo también fue desarrollado por Hoehn et. al (1973) para la
determinacién de parametros influyentes en el crecimiento de biofilms [56]. Estos estudios respaldan los
modelos desarrollados por Kornegay et. al (1968) sobre la disminucion de utilizaciéon de oxigeno por parte
de la biofilm por limitacién de difusién interna [46]. Otros estudios utilizan este modelo, tales como

Christenson et. al (2012) para el tratamiento de aguas con altas concentraciones de nitrégeno y fésforo
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[57]. Este estudio es relevante por la comparaciéon de distintas superficies de crecimiento, donde se
destaca el uso de algodén como superficie de crecimiento y la posibilidad de utilizacién de la biomasa
desechada para la generaciéon de biocombustibles. Otro ejemplo es el de Sebestyén et. al (2016), el cual
integra una fuente de luz externa para la maximizacion de los procesos fotosintéticos sobre la superficie
del biofilm y la consideracién de un sistema de operaciéon continuo para la maximizacién de produccién

de biomasa [58]. Un esquema de la configuracién de este reactor se puede ver la Ilustracion 3.8.

Ilustracion 3.8: Contactor biolégico rotativo
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El modelo Flat Plate Bioreactor (FPBR) consiste en placas planas verticales traslucidas, iluminadas por
ambos lados y agitadas por aireacidn (sistema airlift) [59]. Este modelo tiene la ventaja de poseer una gran
relacién de area superficial/volumen y un paso de luz corto, lo cual otorga un mayor control de la
iluminacion. Otros criterios claves son la agitacion uniforme, la cual puede ser mediante aireacion, y una
alta superficie de transferencia de interfase de sustratos y metabolitos [60]. Un esquema de este modelo

se puede ver en la Ilustracién 3.9.

Ilustracion 3.9: Reactor de tipo Flat Plate
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Los estudios asociados a este modelo pueden llevarse a cabo en modos de operaciéon Batch [60] o
continua [61-64]. Los materiales comunes de construccién se basan en los requerimientos de iluminacién
y simplicidad, destacandose el metacrilato (PMMA) o cristal [62]. Las configuraciones de un FPBR son
variadas y pueden ser tanto rectangulares (vertical u horizontal) como circulares [60,64].

Existen modelos que utilizan sistemas de bombeo mediante un impulsor, rotor o un sistema de flujo de
aire. El disefio mas comun de PBR es el que emplea de tubos rectos conectados por curvas en U para formar
un bucle plano que puede disponerse verticalmente, horizontalmente, inclinado o enrollado en forma

cilindrica o cénica [59].
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Una desventaja de la configuracién usual es el decaimiento exponencial de la irradiacién a medida que
aumenta la distancia de la cara iluminada a la fuente de luz, creando zonas con diferentes regimenes de
crecimiento en cada una generando efectos de fotoinhibicidn por exceso o falta de irradiacién luminica
[59].

Existen varios estudios de cultivo de biofilm tanto fototrépicos como mixtos. Lin et. al (2003) utiliza este
modelo para determinar la cinética de utilizacién de carbono por un biofilm de microalgas [62]. Otros
estudios utilizan bacterias fototrépicas como la Rhodopseudomonas sp. para el cultivo de biofilms [60]
[63], o bacterias heterotréficas aerdbicas u anaerdbicas [64] como la Chlorella Sorokiniana y Ralstonia
basilensis [61].

En el caso de los cultivos de microalgas o bacterias fototrépicas la iluminacién es un factor clave para el
desarrollo de los microorganismos por el proceso fotosintético. La densidad de iluminacién puede variar
seglin los requerimientos y puede ir desde los 180 a 300 uEm~2s~! [60,61]. Por otro lado, la intensidad
de la luz puede ir desde los 4000 lux [61] hasta los 9900 lux [62].

Lin et. al estudia la cinética de utilizacién de carbono por microalgas. Para modelar la cinética se
considerd que existe un transporte de carbono por medio de difusién molecular. Las cepas de microalgas
fueron inoculadas en un medio BG11 iluminadas con 5 lamparas fluorescentes de luz blanca de 20 W. Se
midi6 la fijacién de carbono utilizando HCO;~* como sustrato modelo [62]. Das et. al (2018) también
estudia la influencia en los patrones de flujo sobre la resistencia interna de transferencia de masa sobre
platos de 8.9 x 8.9 cm y 5 cm de espesor en un reactor de 200 ml [60].

También existen modelos matemadticos desarrollados para el estudio de los FPBR. Liao et. al (2012)
utiliza un modelo de bidimensional para el estudio de distintos parametros como iluminacién, pH y la
inoculacidn inicial sobre la formacion del biofilm y su estructura mediante 3 parametros de respuesta:
porosidad, rugosidad y grosor [63]. E 1 modelo considera que el reactor es alimentado con glucosa
(sustrato) el cual entra al biofilm por fendmenos de difusion, donde las bacterias fototrépicas consumen
este bajo condiciones de iluminacién proveidas por lamparas led. Los resultados demuestran que existe
una evidente diferencia en la acumulacion de biomasa formados bajo diferentes condiciones de operacidn.
La porosidad decrece durante la formacién de biofilm mientras que la rugosidad de la superficie y el
espesor alcanzan un valor estable después de un periodo [63].

Una variacion de este modelo es el modelo de bioreactor flat plate de canal abierto u horizontal
(Ilustracidén 3.10) presentado por un estudio realizado por LewandowskKi et. al (2007) [65]. La principal
caracteristica de este reactor es que sirve como un “canal” de flujo, el cual esta parcialmente lleno de agua,
generalmente fabricado de vidrio, PMMA o PC. Este modelo consta de 2 recipientes, a la entrada y la salida,
para el almacenamiento del medio de crecimiento de alimentacién y el flujo de salida del reactor
respectivamente. Usualmente también se considera una linea de recirculacién del flujo de medio liquido
en el reactor [65]. Este modelo es particularmente adecuado para cuantificar la relacion entre la estructura
del biofilm y su actividad [65]. Una funcién notable es que permite desarrollar biofilm bajo condiciones

hidrodindmicas controladas, ademas de un uso de microsensores y técnicas microscépicas de manera
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simple para estudiar y cuantificar la estructura y los gradientes internos del biofilm [65]. Un estudio
realizado por Prades et. al (2017) usa estas ventajas para desarrollar un modelo de biorreactor empleando
técnicas de modelado hidrodindmico y validando su rendimiento de acuerdo con mediciones
experimentales dentro del biofilm usando microsensores de oxigeno disuelto [64]. Para este estudio se
utiliza una superficie de crecimiento de biofilm de PMMA de 18 x 3.5 cm y 0,3 cm de ancho. Los resultados
demuestran la importancia del comportamiento hidrodindmico en la fase liquida y los fen6menos de
transporte en la interfase liquido-biofilm para modelar con precision el rendimiento de un reactor de
biofilm, ya que esta es la principal zona de intercambio de oxigeno y nutrientes [64]. El modelo considera
el efecto de los fendmenos de transporte (difusién y adveccion). Se observéd que el flujo horizontal a lo
largo del reactor tiene un efecto directo sobre la biomasa y el consumo de sustratos a lo largo del reactor.
En todas las mediciones a lo largo del reactor el oxigeno se agot6 por completo antes de llegar a la
superficie de fijacién, siendo las profundidades de penetraciéon de oxigeno en el biofilm de entre 500 y

1500 um. Ademas, el grosor de la capa limite de concentracion oscilé entre 100 y 200 um.

Ilustracion 3.10: Reactor de tipo Flat Plate Horizontal (Canal Abierto)
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Existen otros estudios relevantes como el de Ohashi et. al (1996), el cual propone una metodologia para
evaluar y cuantificar la fuerza de adhesion del biofilm de bacterias desnitrificantes bajo fuerzas de tensién
y corte en este modelo [66]. Las dimensiones rectangulares son de 100 cm de largo, 20 cm de ancho y 30
cm de altura. El reactor se mantuvo a 25°c usando calentadores y termostatos. Se pusieron platos hechos
de PVCde 5x 5 cmy 0,6 cm de grosor puestos de manera perpendicular en el reactor para proveer sitios
de crecimiento [66]. Los resultados de los experimentos sugieren que en la zona con velocidad de flujo
mayor se generd un crecimiento ligeramente mayor en las primeras etapas. Ademas, la adhesion fue
fuertemente afectada por el grado de madurez del biofilm. La fuerza de adhesién determinada por la fuerza
de tension disminuyo abruptamente hasta 1 Pa desde su etapa inicial a la etapa posterior al crecimiento,
al igual que la fuerza de corte. Sin embargo, luego de que este maduro, con un retraso de 20 a 30 dias en
comparacion a la disminuciéon de la fuerza de tensidn, el desprendimiento del biofilm coincidi6é con la
formacidn de cavidades, siendo especialmente fuerte cuando el area de cavidades alcanzo un nivel de entre
10 a20% [66].
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3.2.3. Modos de operacion
Se analizan 3 tipos de modos de operacién: Batch, Semi- Batch y Continuo. El detalle de los modos de

operacion se muestra en el anexo 9.1.

3.3. Modelos de biofilm

3.3.1. Introduccion

Debido a la complejidad de las interacciones entre especies dentro de una comunidad de biofilm por
dado los fenbmenos de liberaciéon de EPS creando una red polimérica tridimensional, y respuestas
bioquimicas coordinadas, se hace necesario utilizar modelos dindmicos que simulen su crecimiento y
utilizacion de sustratos de manera eficiente. La presente secciéon tiene como objetivo estudiar estos
modelos desarrollado a lo largo de las décadas de investigacion para seleccionar el modelo dinamico del

biofilm mas adecuado para su resoluciéon en el balance de materia del biorreactor.

3.3.2. Desarrollo de modelos de biofilm

Antes del surgimiento de herramientas como el microscopio laser de barrido confocal y las mediciones
con electrodos que permitieron una observaciéon detallada, los biofilms se percibian como capas
homogéneas de biomasa que podian crecer consumiendo un sustrato desde el medio liquido [67]. Si bien
el avance en el estudio y modelacién de los biofilm se ha desarrollado bastante, existen obstaculos que
deben abordarse, tales como la influencia de factores fisicos a macroescala en la composicion, proceso de
fijacion, desprendimiento y el modelo estructural complejo del biofilm.

Los modelos de biofilm se pueden clasificar en cinco principales clases: pseudoanaliticos, analiticos,
numéricos unidimensionales, bidimensionales y tridimensionales [68]. La Figura 3.11 muestra la

secuencia temporal del desarrollo de modelos de biofilm a lo largo de las décadas.

Ilustracion 3.11: Secuencia temporal del desarrollo de modelos de biofilm a lo largo de las décadas [68]
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Un ejemplo de modelo pseudoanaliticos es el utilizado por Williamson et. al (1976), el cual utiliza
ecuaciones matematicas simplificadas para describir el comportamiento de los procesos de formacién del
biofilm [69]. Sin embargo, este no considera los fendmenos biol6gicos de colonizacién, difusidn, utilizacién
de sustratos, entre otros fenémenos, lo cual no permite una mayor precision de la representacion del
sistema bioldgico [69]. Estos modelos no han sido aplicados ampliamente para la descripcién de reactores
de biofilm. Sumadas a estas, las soluciones analiticas a las ecuaciones de difusion-reaccion se basan en la
suposiciéon de una distribuciéon de biomasa homogénea, siendo el espesor y densidad del biofilm conocido
de antemano, es decir, no variables con el tiempo ni espacialmente [68]. Si bien los procesos de difusion y
otros procesos bioquimicos son considerados, estos modelos requieren suposiciones simplificadoras que
limitan la capacidad de comprensién del sistema. Un ejemplo de modelo analitico es el desarrollados por
Chen et. al (2005) para la descripcién del proceso de formacién de un biofilm en los sistemas de
tratamientos de agua [70]. Este modelo considera factores que influyen en la formacién y estabilizacién
de biofilm como la dilucioén, factor de fijacién y factor de desprendimiento. Ademas, plantea de utilizacion
de la superficie de crecimiento mediante una funcién de probabilidad. Lépez et. al (2015) también ocupa
este modelo agregando el andlisis de otras cinéticas de crecimiento distintas a la de Monod [71].

Los modelos avanzados de biofilm y modelos multidimensionales se desarrollaron con el paso de los
afios, los cuales, a medida que aumentaba la capacidad computacional (Ilustracion 4.8). Por un lado, los
modelos multidimensionales requieren un tratamiento numérico y gran potencia informatica, mientras
que los modelos de 1-D a menudo permiten un analisis matematico simple, pero eficiente en la descripcién
de los fendmenos bioquimicos del biofilm [67]. Wuertz y Falkentoft (2003) plantean que la utilizacién de
modelos de biofilm de la ingenieria requeria de la creacién de modelos simplificados pero que sean
capaces de capturar los mecanismos fundamentales esenciales teniendo en cuenta la complejidad y

diversidad de un biofilm a escala real [72].

Ilustracion 3.12: Relacidn entre diferentes modelos con respecto a las ecuaciones de balance y su asociacion con la complejidad
computacional [67]
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Los modelos unidimensionales (1-D) representan el crecimiento del biofilm en una sola direccién
espacial, generalmente siendo la direccion perpendicular a la superficie de crecimiento. Estos representan
el cambio de las propiedades, como los gradientes de concentraciéon de sustratos, a través de esta
dimensién espacial. Ejemplos de estos son los modelos utilizados por Wanner et. al (1986), Das et. al
(2018) y Tenore et. al (2021) [60,73,74]. Wanner presenta un modelo de biofilm multidimensional con
multiples especies entre organismos heterdtrofos y autétrofos. Este modelo utiliza 1a menor cantidad de
suposiciones posibles y deriva un modelo dindmico que puede adaptarse a diversas situaciones [73]. Este
modelo trata las biomasas como un continuo y se basas en la suposiciéon que todos los cambios de biomasa
y compuestos disueltos ocurren en la direccién perpendicular al sustrato. Ademas, considera la evolucion
del grosor del biofilm y el proceso de desprendimiento debido a la tasa de muerte y esfuerzo de corte del
fluido. Al ser un modelo completamente dinamico, permite estudiar las interacciones microbianas

relativamente complejas [73].

Por otro lado, Das et. al (2018) modela un biofilm en un reactor tipo FPBR usando un biofilm bacteriano
par la produccién de hidrégeno, mediante el uso de Rhodopseudomonas sp., tanto en configuracion
rectangular y circular. Este modelo considera los procesos de adhesion y proliferacién en sus etapas
tempranas del desarrollo del biofilm. En este modelo el valor simulado del grosor del biofilm oscila entre
12 y 56 mm, dependiendo de la cantidad de sustrato cargada inicialmente en el reactor Batch [60].
También se observé que hubo una disminucién del 64,3% en la produccién de hidrégeno en el modelo
rectangular en comparacion con el circular con la misma area de superficie de crecimiento cubierta por el
biofilm [60]. Tenore et. al (2021) retoma el modelo planteado por Wanner mediante un modelo que
describe las interacciones microbianas entre un biofilm mixto fototréfico y heterotrofico, considerando
fendmenos de crecimiento, decaimiento y colonizacién de microorganismo, ademas de la produccién,
difusion y consumo de sustratos [74]. A diferencia de otros modelos, este considera el efecto de secreciéon
de EPS en la formacidn del biofilm, el efecto de la luz y la liberacién de carbono organico por parte de
organismos fototrofos, el cual puede ser utilizado por organismos hetero6trofos bajo diferentes condiciones
de luz y oxigeno disuelto. Si bien este modelo considera el proceso de atenuacion de la luz mediante la ley
de Lambert-Beer dentro del reactor, no se considera los ciclos de luz diurna similares a la naturaleza. Sin
embargo, este modelo considera un modelo de capa limite de concentracion con tal de considerar los
efectos de las condiciones hidrodinamicas en el transporte y materia asociada a la difusién de sustrato.
Este modelo evidencia que la presencia de organismos pioneros heterotroficos facilita e intensifica el
crecimiento fototréfico en el biofilm, demostrando la interaccidn positiva ente estos tipos de organismos
[74,75]. Ademas, se demuestra que la luz es el factor principal sobre el crecimiento fototréfico y la
evolucion del ecosistema del biofilm, aumentando el rendimiento fotosintético al acercase al valor 6ptimo
de intensidad luminica y aumentando la abundancia heterotréfica [74]. Asimismo, se exhiben el efecto

inhibitorio del crecimiento del biofilm para valores superiores al 6ptimo de intensidad luminica [74].
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Finalmente, los modelos bidimensionales y tridimensionales son los modelos mas avanzados y
complejos matematicamente. Los modelos 2-D utilizan generalmente una malla o rejilla para la
discretizacion del espacio. Estos pueden tener en cuenta la difusiéon de nutrientes y productos de desechos
en diferentes zonas del biofilm. Los modelos tridimensionales son los mas complejos y realistas, ya que
representan el biofilm en sus 3 direcciones espaciales. Para su simulacién se utilizan modelos de elementos
o volumenes finitos. Sin embargo, estos modelos son altamente complejos y pueden requerir mucho
tiempo de cdalculo y recursos de programacién. Picioreanu et. al (1999) desarrolla un modelo
tridimensional resuelto mediante un algoritmo discreto parala simulacién de la formacién y el crecimiento
del biofilm [76]. Sumado a esto el modelo considera los fendémenos de difusiéon de sustratos y reacciones
bioquimicas en el biofilm. Al igual que Tenore, este modelo considera fendmenos relevantes para el
entendimiento del biofilm como la adhesidn, disponibilidad de nutrientes, difusién y competencia entre
especies. También considera los efectos del esfuerzo de corte sobre la biopelicula sobre la forma y
estructura del biofilm. También se observé una distribucién heterogénea en los microorganismos, siendo
gradualmente menor en las regiones interiores del biofilm. Esto se puede deber a la estructura porosa del
biofilm asociada a la secrecion de EPS la cual afecta al transporte de nutrientes [76]. Otros ejemplos de
modelos tridimensionales son los estudios hechos por Liao et. al (2012) y Jin et. al (2019) [63,77]. Liao et.
al se centra en el modelo matematico 2-D para un biofilm fotosintético, ademas de la caracterizacién de
distribucién espacial y estudio dinamico (formacioén, crecimiento y desprendimiento de biomasa) [63]. Los
resultados muestran que hay una diferencia evidente en la acumulacién de masa formados bajo diferentes
condiciones de luz, flujo y concentracion de sustratos [63]. La porosidad del biofilm disminuye durante el
proceso de formacion del biofilm de bacterias fotosintéticas, mientras que la rugosidad alcanza un valor
estable después de cierto tiempo de crecimiento y el espesor aumenta constantemente a medida que pasa
el tiempo. La condicidn optima que se encontro para la iluminacién fue de 5000 lux y un valor de pH ~7,0
[63]. Por otro lado, Jin presenta un modelo computacional hibrido para un biofilm bacteriano de 3 fases
interactivas: bacterias, EPS y agua, en donde se demostr6 que el crecimiento del biofilm es sensible al
espaciado de poros dentro de la colonia [77]. También se encontré que la presién osmotica es un factor
relevante en el espaciado de estos poros, ademas de estar relacionado con los gradientes de concentracion
de la EPS, donde los casos con valores bajos de presiéon osmotica tienden a presentar conglomerados
celulares altamente empaquetados, mientras que aquellos con un valor alto de gradiente de presion

osmdtica tienden a tener células bacterianas mas distribuidas [77].
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3.4. Parametros fisicoquimicos

3.4.1. Introduccion

La caracterizacion de las condiciones fisicoquimicas y biolégica del ecosistema marino en la zona centro
sur de Chile tiene como objetivo desarrollar tecnologias apropiadas para la simulacién de condiciones
Optimas de crecimiento de los principales organismos de la zona, dada la gran diferencia de condiciones
Optimas para cada microorganismo, ciclos de crecimiento, macronutrientes, variaciones estacionales,
cambio climatico, etc., lo cual permite extrapolar el uso de este biorreactor de biofilm a otros caso
con condiciones fisicoquimicas distintas a la utilizadas en este trabajo. Esto da respuesta a la
problematica mencionada sobre la obsolescencia de estudios “in situ” por el cambio acelerado de las
condiciones ambientales marinas asociado al cambio climatico y el poco control sobre estas de manera
general de facto de las condiciones ambientales en los métodos tradicionales.

Para que la simulacion de un entorno marino sea similar a las condiciones reales y generar un biofilm
similar al que se podria encontrar en un entorno natural, se deben considerar parametros como
Temperatura, Salinidad, pH, Radiacién luminica, Oxigeno Disuelto, Nivel de nutrientes y Flujo
(esfuerzo de cortante) [59,78-80].

A la par de lo ya mencionado, estudiar estos pardmetros “in situ” es una oportunidad de desarrollar

estudios entorno la relacién entre los microrganismos marinos estudiados y sus condiciones de vida.

3.4.2. Temperatura

La temperatura es un factor importante que afecta el crecimiento celular y por consiguiente su cinética
de crecimiento. A medida que aumenta la temperatura hacia la temperatura optima de crecimiento, la tasa
de crecimiento también aumenta. Por encima de esa temperatura optima, la tasa de crecimiento disminuye
y subsecuentemente sucede una disminucién de la biomasa aparente. Esto se debe principalmente la
desactivacion de enzimas metabdlicas altas temperaturas [81].

La ilustracion 3.13 muestra la distribucion geografica de la temperatura superficial del mar (SST) [82].
Los valores comunes de temperatura superficial del mar varian en funcion de la ubicacion geografica y la
época del afio. En las latitudes medias las temperaturas varian entre los 10°C en invierno y los 25°C a 30°C
en verano. Por otro lado, en las regiones tropicales las temperaturas son mas calidas y suele estar en un
rango contante de entre 25°C a 30°C [82]. En las regiones polares las temperaturas pueden ser mas

extremas, llegando a minimas bajo los 0°c y con maximas de 10°c en verano.
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Ilustracion 3.13: Distribucion geogréafica de la SST [82]

3.4.3. Salinidad

Dependiendo de donde se tomen las muestras de agua y la fecha en la que se toman, la salinidad varia.
El rango de salinidad normal del agua de mar varia entre 32 a 35 PSU, costas adentro, mientras que la
salinidad en las costas puede ser menor a 30 PSU. La mayor parte de los microrganismos pueden crecer

en entornos con una salinidad entre 30 a 35 PSU [83].

3.4.4. Radiacion luminica

El crecimiento de organismos fotosintéticos se limita por el exceso o deficiencia de radiacién luminica
(fotoinhibicién). Por otro lado, la luz se refracta y refleja cuando pasa a través del medio con un indice de
refraccion a otro. Por lo tanto, la superficie debe disefiarse con tal de minimizar la reflexion y refraccion.
Si bien existen sofisticados métodos de suministro de luz, se compensa por su alto costo de
implementacion.

Las lamparas incandescentes son inferiores a otras lamparas y son poca usadas para cultivos. En cambio,
las lamparas fluorescentes distribuyen la luz de manera mas uniforme a lo largo del reactor. Otro tipo
usado es las lamparas de descarga de alta intensidad, las cuales emanan desde una fuente puntual,
requiriendo mayor distancia entre las ldmparas y el cultivo para su dispersién adecuada. Si bien estas
ultimas son mas eficientes energéticamente, las lamparas fluorescentes ofrecen la mejor opcion general
[83].

En general, las necesidades cualitativas de los organismos fotosintéticos son principalmente
determinadas por sus pigmentos fotosintéticamente activos. El espectro de pigmento de algas va del rango
de entre 380 a 700 nm. Sin embargo, los organismos son capaces de adaptarse a intensidades de radiacién

luminica variada en cortos periodos de tiempo [84].

3.4.5. Gases disueltos
Dos gases son de relevancia para un cultivo marino que involucra organismos fototroéficos, el CO,
disuelto y Oxigeno Disuelto (DO). El oxigeno disuelto (OD) es un substrato de importancia para la

respiracion celular, y que puede ser de limitante ya que este estd escasamente disuelto en agua. A
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concentraciones de microorganismos alta, la velocidad de consumo de oxigeno puede exceder la velocidad
de suministro de oxigeno, alcanzando una concentracion critica.

Por otro lado, el CO2 es vital para organismos fotosintéticos como algas y diatomeas. Estos aprovechan
la energia luminosa para catalizar la fijacion de CO2 y la conversién de agua en compuestos organicos y
oxigeno molecular.

Cuando estos gases son factores de velocidad limitante en estos casos, la velocidad de crecimiento de

estos organismos varia por la ecuaciéon de Monod;

S

_ j
Hi = Umax,x K

S}j'i + S] (3.1)

Donde p, es la velocidad de crecimiento del organismo i, fiqy; €s la velocidad maxima especifica de
crecimiento, K ; es la constante de saturacion media del sustrato j para la especie i, y S; es la concentracion
del sustrato j.

Sobre esta concentracion critica, el crecimiento se vuelve independiente de la concentracion DO, donde
empieza a depender de otros factores (ej. Amonio, Glucosa, etc.). La concentracién de las especies gaseosas
disueltas depende de la temperatura y pH del medio. En el caso del oxigeno, la principal especie disuelta

es el Oz(aq)' Por otro lado, las especies de CO2 disueltas son el carbonato (€03 ?) y Bicarbonato [Rorrer].

Las ecuaciones algebraicas del sistema de especies de carbono inorganico en el medio liquido marino

permiten determinar las concentraciones de las especies en equilibrio gas-liquido (Lin):

C0,(g) © C0y(aq) (3.2)
C0,(aq) + H,0 & HCO; + H™ (3.3)
HCO; & CO3%* +HY (34)

La absorcion equilibrada de CO2 de la fase gaseosa a la fase liquida se describe mediante la ley de Henry

Pco, = Hco,[COz]qq (3.5)

Donde P, es la presion parcial del CO2 en el gas en contacto con el liquido, [C0O,] es la concentracién de
CO2 disuelto en el medio liquido que esta en equilibrio con la presion parcial de CO2 en el gas aireado, y
Hg,, es la constante de la ley de Henry. Las subsecuentes expresiones para el CO2 disuelto en el liquido
son:

[H¥][HCO3]

K, =
! [CO,]4q

(3.6)
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[cos)IH7]
K, = [1‘16—03_] (3.7)

De las expresiones anteriores y de la ley de Henry para la absorciéon de CO2, puede demostrarse que las

concentraciones de equilibrio redichas de los iones [HC03 ]y [C0O3?] son

P
(HCOs] = 1o~ (FPRas—PH)oAc037] (3.8)
;1=

[C03'2] — 10—(+pKa,2—pH)[HCO§2] (3.9)
Finalmente, la concentracidn total de las especies carbonicas es la suma de todas las concentraciones:

Cr = [CO,]aq — [HCOZ ]+ [CO37] (3.10)
Similarmente, la concentracion de oxigeno disuelto en el medio puede calcularse como:

Py, = Ho,[03]4q (3.11)

Donde Py, es la presion parcial del 02 gaseoso disuelto en el medio y H,, es la constante de la ley de

Henry para el 02.

3.4.6. pH

El pH es fundamental para la quimica del agua de mar, Una disminucién del pH puede afectar aspectos
como el equilibrio de iones y metales, y su solubilidad. La variacion normal de pH en agua de mar a
35% de salinidad va entre 7.8-8.2, rara vez decayendo bajo los 7.7 -7.6 en condiciones aerobias [85].
Otros estudios sobre Medios de Cultivo Marinos recomiendan mantener el pH entre 7.0 a 8.5, con un pH
tipico de agua de mar de 8.2 [83] Por otro lado, la Agencia de Protecciéon Medioambiental de EE. UU. (EPA)

indica que actualmente el pH promedio del océano es de 8.1 [86]

3.4.7. Flujo

El flujo de agua continuo es un factor en la formacion del biofilm [16]. Las condiciones hidrodindmicas
(tasas de flujo, velocidad, esfuerzo cortante) dependen de la geometria de cada reactor[49]. Este puede
afectar directamente a la adhesion inicial bacteriana [22]. La velocidad de flujo afecta directamente al

desarrollo del biofilm por la interferencia con diversos fenémenos como el transporte de nutrientes,
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adhesion bacteriana, crecimiento del biofilm y desprendimiento de estas [49]. Cuando la velocidad de flujo
es baja, hay una alta resistencia a la transferencia de masas desde el medio liquido a los microrganismos
en la biopelicula. Por otro lado, la alta velocidad de flujo provoca una alta turbulencia del volumen del
fluido, lo cual mejora la transferencia de masa, pero genera altas fuerzas de cizallamiento que pueden ser
responsable de una mayor erosion y desprendimiento de biopeliculas [49].

Biofilms que crecen a bajas velocidades (~7.72 cm/s) tienen una baja densidad y alta efectividad de
difusidn, mientras que los que crecen a altas velocidades (~27.78 cm/s) tienen una alta densidad y baja
difusion efectiva [31]. Tsai en su investigacién sobre el impacto de la velocidad de flujo sobre el
comportamiento dindmico del biofilm encontré que la biomasa maxima del biofilm no cambié cuando la
velocidad de flujo aumento de 19,55 cm/s a 39.61 cm/s, pero se afectd significativamente cuando la
velocidad se aumenté a mas de 59.68 cm/s [87]. Existen evidencias de que también que las comunidades
de multiples especies se ven afectadas por altas fuerzas de cizalle [31]. En cuanto al esfuerzo de corte,
existe evidencia de que el aumento del esfuerzo de corte (0.055-0,27 [Pa]) disminuye la composicion del

biofilm, generando una reduccién de la maduracién de éste [88].

3.4.8. Nivel de nutrientes

La asociacion superficial de microorganismos permite una mayor disponibilidad de macro y
micronutrientes al ser “hot spots” para la catdlisis microbiana [21]. La disponibilidad de nutrientes es un
factor clave en la regulacién del crecimiento de algas y bacterias [21]. En el caso de las algas, los
macronutrientes generalmente son considerados el nitrégeno, fésforo y silicio. El silicio es requerido en
mayor medida por las diatomeas y en menor medida para otras especies. Generalmente estos
macronutrientes son requeridos en proporcion de 16N:16Si:1P [89]. Otros compuestos en trazas como
metales y vitaminas también son requeridos para un correcto crecimiento de los micro y

macroorganismos.

(a) Nitrdgeno. El nitrogeno, junto al fosforo, sin los macronutrientes mas importantes en el océano,
debido a su importancia en la produccién primaria y secundaria, secuestro de carbono y funciones
biogeoquimicas [90]. También es un constituyente de aminoacidos, nucledtidos y la clorofila [21].
Generalmente el nitrégeno es el constituyente mas limitante para el crecimiento de algas [21]. En el
ambiente marino, la quitina es el polisacarido nitrogenado mas abundante, y puede ser degradado por
muchas especies de bacterias marinas [90].

En el agua de mar, el nitrégeno se presenta principalmente como gas inerte N,, siendo mas del 95% del
total, pero es inaccesible para la mayoria de las especies. El resto del nitrédgeno es reactivo, como el nitrato,
amoniaco y compuestos organicos disueltos [91]. Las concentraciones de las formas reactivas organicas
se distribuyen de manera uniforme en el océano abierto, pero esta concentracion aumenta
considerablemente en las zonas costeras con una concentracién media de 5,8+ 2 pumol/l [91]. La
ilustracion 3.14 muestra la distribucién de concentraciéon anual media de nitrato a una profundidad de
10 [m].
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El nitrégeno se agrega al medio en forma de nitrato como NaNO; [89]. El amonio también puede ser
una buena fuente de nitrégeno y puede agregarse como NH,Cl. Generalmente en el mar con un pH tipico,
tiene alrededor de un 90% de NH, y 10% de NH; [89]. En este caso, es ideal agregar el amonio después de

la esterilizacion por autoclave debido a la perdida por volatilizacion [89].

Ilustracion 3.14: Distribucion geografica de la concentracién anual media de nitrato a una profundidad de 10 [m] [91]

(@) annual nitrate (pmol I"!) at 10m depth
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(b) Fosforo. El fosforo es esencial para la constitucién de ATP, ADP y fosfolipidos [21]. El fosforo se
agrega al medio en forma de fosfato como NaPO, - H,0 [89]. En algunos medios también se agrega como
glicerofosfato de sodio para hacer que las sales de metales en traza sean menos propensas a precipitacion.

En aguas marinas, la principal forma en la que esta presente el fosforo es como fosfato. La concentracion
de fosfato ronda los 2 ug/L en aguas calidas y puede variar entre los 2a 3 pug/L en el caso de aguas
templadas a frias [92].

(c) Carbono. El carbono es el mayor constituyente celular en todos los micro y macroorganismos. Las
especies que dependen del CO2 como fuente de carbono exhiben una tasa de crecimiento o un rendimiento
celular reducidos, por lo cual se pude considerar burbujear con CO, en la fase exponencial para garantizar
que el carbono no limite el crecimiento de organismos fotosintéticos [89].

(d) Trazas de metalesy vitaminas. Los oligoelementos, incluidos los metales (hierro, manganeso, zinc,
cobalto, cobre, molibdeno, niquel y cadmio) y el metaloide selenio influyen en el crecimiento de
microalgas, macroalgas y cianobacterias debido a sus funciones como micronutrientes limitantes, siendo
el hierro el cuantitativamente mas importante [89].

Los elementos en traza juegan un papel critico en procesos metabdlicos en cuanto a utilizacién de
recursos esenciales (luz, nitrégeno, fésforo, C0,), por lo cual los requisitos celulares pueden verse
influenciados por la disponibilidad de estos recursos. El hierro es esencial en el transporte fotosintético
de electrones y la reduccidn de algunos compuestos. Asimismo, el manganeso es esencial en los centros de
fotosintesis oxidantes del agua [89].

El zinc es importante para una variedad de funciones metabdlicas y en la formacién de proteinas. El

cobre también es esencial para la formacién de proteinas de transporte y el proceso fotosintético. Por otro
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lado, el molibdeno y niquel juegan un papel importante en la asimilacién de nitrégeno. El molibdeno es
esencial para el crecimiento de microalgas y procesos metabdlicos [89]

Las trazas de metales se agregan generalmente a partir de una solucién madre de alta concentracion
para permitir el pesaje de cantidades razonables. Estas soluciones pueden consistir en sales de cloruro, o
sulfato de zinc, cobalto, manganeso, selenio y niquel, y se mantienen en una solucién que contiene el
quelante EDTA [89]. El hierro por su parte, generalmente se mantiene como una solucién separada y

mantenerse en HCL 10™2M para evitar precipitacién [89].
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4. Metodologia

4.1. Identificacion de macronutrientes y parametros fisicoquimicos

relevantes en la zona sur de Chile

Para la identificacion de los valores comunes de macronutrientes y parametros fisicoquimicos
influyentes en la formacién del biofouling marino, se obtuvieron datos de temperatura superficial del
agua, pH, salinidad y oxigeno disuelto de la zona costera del Biobio desde la fuente de datos
proporcionada por una boya meteorolégica ubicada en (-36° 24'0" S -72° 54'0" W), del Centro de Datos
Oceanograficos y Meteorolégicos (CDOM) de la Universidad de Concepcién. Los datos fueron recogidos en
el periodo que comprende mayo de 2019 y abril del 2020. Los datos se dividieron en 2 periodos basados
en los ciclos de afloramiento de algas. Los periodos de “no afloramiento” y “afloramiento” comprenden los
periodos de mayo-octubre y noviembre-abril respectivamente [34]. El tratamiento estadistico se realizé
mediante el programa Statgraphics 19® para la obtencién de pardmetros estadisticos de promedio,

desviacion estandar y rango de los 3 parametros analizados.

4.2. Modelo dinamico del biorreactor del biofilm

Para lograr modelar la cinética de un biorreactor de biofilm marino, se debe lograr simular la dindmica
de crecimiento del biofilm y como esté interacciona con el medio del reactor. Los biofilms son una forma
de ecosistema microbiano constituido por acumulacién de microorganismos, asociados a una superficie o
interfase e incrustado en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares de produccion propia [93].
Esta matriz protege a las células de medios externos de limpieza, favorece la comunicacién bioquimica
(QS) entre las especies, y ofrece resistencia a biocidas o antimicrobianos. Casi todas las comunidades de
biofilms en la naturaleza comprenden una variedad de microorganismos embebidos en una matriz extra
polimérica, funcionando como un consorcio cooperativo coordinado [93]. La complejidad de estos
modelos y de las variables ambientales involucradas hacen necesario desarrollar modelos teéricos
representativos del medio marino real, lo cual nos permite entender su funcionamiento y fenémenos
asociados.

Con la finalidad de lograr una simulacion lo mas simil a al ambiente marino real, se considera un modelo
de microorganismos marinos representativos. Se tiene en cuenta los procesos de utilizacidn de sustratos,
crecimiento, muerte por parte de organismos sésiles en el sistema

En base a esto, se desarrollard un modelo tedrico que describa los balances de materia del biorreactor
de biofilm y la dinamica de crecimiento y utilizacién de sustratos de los microorganismos mediante un
sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias y parciales respectivamente. Los sistemas de ecuaciones
consideraran los procesos de adhesion celular, crecimiento microbiano, interaccién de especies, consumo

de sustratos y producciéon de metabolitos.
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4.2.1. Planteamiento

Los biofilm son una forma de ecosistema constituido por la acumulacién de microorganismos asociados
de manera reversible en una primera instancia, y luego irrevertiblemente, sobre una superficie solida e
incrustados en una matriz de polisacaridos de produccién principalmente propia [93]. Esta matriz protege
a la célula de lavado mecanico, facilita la comunicacién entre especies mediante sefiales bioquimicas,
ofreciendo resistencia a biocidas y antimicrobianos [93].

Como vimos en el resultado de caracterizacion bioldgica del biofouling marino en la seccién 3.1.4 y
3.1.5 de estado del arte, el microfouling es esencial en las etapas iniciales del biofilm, creando un ambiente
propicio para la adhesidn de otros organismos mas complejos. En estas etapas, se destaca el predominio
de grupos bacterianos gramnegativos y en menor medida grampositivos, ademas de la contribucién de
organismos pertenecientes al reino Archaea. Estos organismos, junto con las microalgas y diatomeas, las
cuales representan una parte importante del volumen de biomasa asociada al biofilm, forman la matriz
compleja del biofilm. Estudios destacan la predominancia de diatomeas y microalgas en acero inoxidable
especialmente cuando ha y exposicién a la luz directa, generando una relacién mutualista con bacterias y
arqueas en ambientes marinos [4,10]. Estos organismos fotosintéticos dependen fuertemente de factores
como la disponibilidad de luz y nutrientes como el nitrégeno, carbono y fosforo, y en menor medida de
trazas de otros minerales [21].

Esta situacidn nos lleva a de generar un modelo dindmico del biofilm para su posterior simulacién que
considera la representatividad de todos los grupos taxonémicos predominantes en las etapas iniciales del
biofouling y que conforman el biofilm. Es decir, se busca un modelo que pueda representar la dinamica de
una comunidad mixta compuesta por organismos fototrdficos (esporas de macroalgas, microalgas y
diatomeas) y organismos heterdtrofos (bacterias, arqueas y larvas de macrofoulers). Es relevante
considerar la primera etapa del biofouling para su simulacién, es decir el biofilm, debido a que estas dan
paso a generar el ambiente adecuado para el asentamiento, crecimiento y desarrollo de macroorganismos,
los cuales, una vez fijados a la superficie, son mas dificiles de tratar y/o eliminar [1,94].

Basandose en lo expuesto anteriormente, el modelo se plantea como un enfoque unidimensional que
considera la interaccion de multiples especies y sustratos limitantes. Este modelo se representa en
términos del tiempo (t) y el espacio (z) , siendo este ultimo la direccion de crecimiento perpendicular a la
superficie de adhesion [74].

Se analizan dos especies de microorganismos presentes en el biofilm, donde la primera especie
representa microorganismos fototréficos y segunda especie considera a los microorganismos
heterotroéficos [4,10]. En resumen, la primera especie obtiene energia a través de la absorcion de luz y
carbono, lo que resulta en la produccién de oxigeno como subproducto metabdlico. Por otro lado, la
segunda especie requiere carbono y oxigeno para llevar a cabo sus procesos metabélicos, lo cual conlleva
la liberacion de di6xido de carbono como producto resultante de dichos procesos.

Dadas las caracteristicas de las especies analizadas, se identifican cuatro sustratos relevantes en el

sistema. En el caso de las diatomeas y microalgas es esencial la disponibilidad de nitrégeno, carbono

38



inorganico y luz para sus procesos fotosintéticos [21,95]. Por otro lado, en el caso de los microrganismos
heterotrofos, éstos se pueden ver beneficiados del oxigeno y metabolitos carbdnicos (principalmente
quitina) producido por algas y diatomeas durante el proceso de fotosintesis, siendo indispensable para
su desarrollo [16,94].

El mecanismo considerado es el planteado por Tenore [74] y se muestra en la Ilustraciéon 4.1.
Se considera que los microorganismos fotétrofos X, mediante el uso de luz I, transforman el carbono
inorganico S, nitratos S3 en compuestos organicos ricos en energia y liberan oxigeno S, como desecho.
Ademas, se considera que los fotétrofos liberan una fraccién del carbono inorganico fijado durante la
fotosintesis en forma de carbono organico disuelto S,. Las cantidades de S, y S, liberados y producidos
por X4 son consumidos por los organismos heteré6trofos X, en condiciones aerébicas. Tanto la actividad
metabdlica de X1 y X, en forma sésil secretan EPS X3. Ademas, se considera los compuestos inertes X4
producto del deterioro X; y X, y otros compuestos organicos no consumibles generados. Se puede asumir

que el aumento de volumen del medio liquido derivado de este proceso es despreciable.

Ilustracion 4.1: Esquema de dindmica del biofilm fototréfico-heterotrofico [74]
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Para el modelo se considera que el transporte de sustratos se modela mediante ecuaciones de difusion-
reaccion [74]. Ademas, se incluye la consideracién de una capa limite de concentraciéon (CBL) de grosor
constante para considerar los efectos de las condiciones hidrodinamicas en el transporte de masa de los

sustratos [74,76]. En resumen, los componentes del modelo son:

X; Concentracion de organismos fototroficos
X, Concentracién de organismos heterotrofos

S1  Concentracidn de carbono inorganico

S,  Concentracidn de carbono organico disuelto
S3  Concentracion de nitrato

S, Concentraciéon de oxigeno disuelto
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4.2.2. Ecuaciones

E

I modelo dindmico considerado para la simulacién es el de Wanner & Gujer (1986) [73] y desarrollado

posteriormente por D’Acunto et. al (2021), Mattei et. al (2020) y Tenore et. al (2021) [74,75,93], el cual

es un modelo continuo unidimensional, y que considera multiples especies y sustratos. El modelo se

plantea como un problema de frontera libre donde la dindmica del biofilm esta descrito por un sistema de

ecuaciones diferenciales parciales de tipo hiperbélicas y parabélicas [93].

E

a)

b)

c)
d)

e)

f)

g)
h)

C

1 modelo tiene en cuenta las siguientes suposiciones [73,74,93]:

Se asume que el modelo esta adherido a una superficie metalica dispuesta en la parte inferior del
reactor, el cual esta sumergido bajo un flujo constante de medio liquido.

Al ser de tipo 1-D, se asume que el biofilm solo crece en la direccién perpendicular a la superficie de
crecimiento (z).

Al ser un modelo continuo la densidad p del biofilm es constante para todas las especies sésiles

El dominio de interés se divide en tres compartimentos: el medio liquido, capa limite de concentraciéon
(CBL) y biofilm.

La utilizacién de sustratos dentro del biofilm estad dominado por procesos de difusion, el cual es crucial
en las tasas de reacciéon microbianas y en la generacién de biomasa.

Existe resistencia externa al transporte de masa desde el medio liquido hacia la superficie del biofilm.
El crecimiento de nueva biomasa es proporcional a la utilizacién del sustrato.

La pérdida de biomasa en el biofilm se produce por el proceso de desprendimiento del biofilm.

onsiderando el crecimiento del biofilm en una sola dimensidn, asumida perpendicular a la superficie

de crecimiento localizada en z = 0, la dindmica esta expresada en funcion del tiempo ¢t y espacio z, y esta

gobernada por las siguientes ecuaciones:
oX; 0 )
S + E(uXi) = pryi(2,t,X,S), i=1,..4 0<z<L(t), t>0, (6.2)
U
—= er,i(z, tf,5), 0<z<L(), t>0, (6.3)
Z =
L) =u(L(®),t) =04 t>0 (6.4)
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Donde:

p Constante de densidad [ML™3]
X;(z,t) Concentracion de microorganismo i, X = (X3, .... Xp,) [ML™3]
u(z,t) Velocidad de la biomasa de microorganismos [LT~1]
Si(z,t) Concentracion del sustrato j, S = (Sy, ... Sp) [ML™3]
mi(2,t,X,S) Velocidad especifica de crecimiento [ML™3T~1]
L(¢t) Grosor del biofilm. Frontera libre [L]

o,4(t) Tasa de desprendimiento desde el biofilm al medio liquido [LT1]

La ecuacion de L define la velocidad a la que se mueve la interfaz pelicula-medio liquido y dependen de
la velocidad de crecimiento e intercambio de biomasa entre el medio liquido y el biofilm. La pérdida de
biomasa en el modelo se asume solo por perdida de esfuerzo cortante.

Similarmente, los perfiles de sustratos estan gobernados por las siguientes ecuaciones:

as; 0 0S; )

FrT D]g =15j(zt,X,5), 0 <z <L(t), t>0, j=1,..m, (6.5)
Donde

D; Coeficiente de difusion del sustrato j [L?T~1]
15;(z,t,X,5) Velocidad de conversion del sustrato j [ML™3T1]

El desarrollo de las ecuaciones para especies y sustratos se muestra en el Anexo 9.2 en mas detalle.

4.2.3. Modelo cinético
Para la resolucion de los modelos se consideran los procesos microbianos asociados a los términos de
reaccidon bioquimica [74]. Debido a la actividad metabdlica microbiana, se consumen y/o producen todos
los sustratos S;, y conduce a la formacion de nueva biomasa [74]. Las tasas de conversion de sustrato y las
tasas de crecimiento de biomasa se formulan bajo la cinética de tipo Monod [81]. La tasa de
descomposicidn se considera lineal con respecto a la concentracion de especies microbianas sésiles [74].
La velocidad neta de crecimiento de biomasa para especies sésiles jif ; es la diferencia entre la velocidad

de crecimiento 15 ; y la velocidad de decaimiento 7, ;:

i = Xi (@i —1py), i=12 (6.6)

Donde «; es el coeficiente positivo < 11 el cual toma en cuenta la liberacién de DOC (compuestos
organicos disueltos) y la produccion de EPS (Sustancias poliméricas extracelulares) para las especies i=1,2
[74].

La velocidad especifica de crecimiento de los organismos se modela mediante la ecuaciéon de Monod

modificada. Para dos o mas sustratos que son complementarios, todos son necesarios para el crecimiento
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de los microorganismos. En este caso para el crecimiento de biomasa de la especie sésil i se aplica la

siguiente regla [81]:
6, = Hmax,i 1_[ Pji (6.7)
J

Donde {4y, €S 1a velocidad maxima especifica de crecimientoy ¢;; es la contribucion de tipo

Monod de los sustratos j al crecimiento de la especie i,

Sj

= =12 :
D), K +5 (6.8)

Donde Kj; son las constantes de saturacion de velocidad media del sustrato j.
Como vimos anteriormente, la luz juega un papel fundamental en el crecimiento de
microorganismos fototréficos de la comunidad del biofilm. Por lo tanto, la velocidad de

crecimiento para la especie i = 1 puede expresarse en términos de la intensidad de la luz [96]:

76, = Mmax,i” Pri” 1_[,¢j,i (6.9)
j

Donde ¢;; es el factor de intensidad de la luz. La velocidad de crecimiento de los organismos
heterotréficos (i = 2) no se ve influenciada por la presencia de luz, por lo tanto - ¢; , = 0.

La tasa especifica de crecimiento de los organismos fototréficos se ve afectado por la intensidad de luz
incidente en la superficie del biofilm [80]. Al igual que muchos organismos, la tasa de crecimiento de
células fototroficas muestra saturacion con respecto a la luz incidente. El modelo de Monod es el mas
comun para describir la cinética de crecimiento por saturacion. Segtin el enfoque de Monod, el efecto de la

luz sobre organismos fototréficos esta dado por [80]:

I
¢1,1=—2 6.10
Ik+I+I (6.10)

K;
Donde I es laintensidad de luz incidente sobre el biofilm, I; es la constante de saturacién media para
la intensidad de luz y K; es la constante de fotoinhibicion.

La intensidad de luz se denomina formalmente radiaciéon fotosintética activa y esta entre el rango de

longitud de onda de 400 a 700 [nm]. La irradiancia se expresa como flujo de fotones cudnticos con

umol,fotones
m2s

umol,fotones

unidades de . Los valores de I}, varian ampliamente, pero oscilan entre los 10 y 200 —

[80].
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Los organismos marinos fototré6ficos estan sujetos a un ciclo de iluminacién conocido como fotoperiodo.
Por lo general se hace referencia con respecto a un dia de 24 horas, con 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad. Durante la fase oscura del fotoperiodo, se asume que no ocurre producciéon de biomasa

fotosintética. Por lo tanto, el efecto de luz durante el fotoperiodo se puede estimar mediante [80]:

¢I,1,fotoperiodo = f * ¢I,1 (6.11)

Donde f es el fotoperiodo fraccional. Para un ciclo de 16:8, f es igual a 0.67
Banerjee [97], incluye la temperatura en la ecuacién como factor relevante en el crecimiento de las

microalgas [97]:

760 = Mmax,i " P 1_[ i 1.066TWareT—29315) (6.12)
]

Por otro lado, el proceso de decaimiento (muerte) es expresado linealmente como

Tai = kd,i' i=1.2 (6.13)

Donde kg ; es le velocidad de decaimiento de la especie i.
Finalmente, para la expresion cinética de utilizacion de sustratos 75 ;, esta se expresa como la suma de

la utilizacién y/o generacion de sustratos por las especies fototroéficas y heterotroéficas, asociada de manera

directa a su proceso de crecimiento y los parametros planteados por Wolf [98];

2
Tsj = Z Bi 76 (6.14)
i=1

Donde §; es el factor de utilizaciéon de sustratos. El detalle de las ecuaciones cinéticas planteadas se

muestra en el Anexo 9.3.

4.2.4. Balance de materia en el reactor

El balance de materia parte de la derivacion de las ecuaciones gobernantes en el sistema. El balance de
materia general para cualquier reactor puede ser descrito como sigue [81]:

Acumulacion = Flujo de entrada - Flujo de salida *+ Generacion por reaccion (6.15)

Luego, la expresiéon matematica equivalente para la ecuacién anterior puede ser escrito como:
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o—F+nV (6.16)

Considerando que:

Fj=0Q-¢
Por otro lado, para una configuracién Batch,
Fo=F =0
Y considerando el volumen del biorreactor V constante, la ecuacion 5.1.2 puede ser reescrita como
sigue:
d¢; (6.17)
—_— =7 .
dt J

4.3. Simulacion en AQUASIM 2.0®

La simulacién del biorreactor de biofilm y la dindmica de este se realiz6 mediante el programa
AQUASIM 2.0°®. Este programa esta disefiado para la identificaciéon y simulacién de sistemas acuaticos en
laboratorios, plantas técnicas y naturaleza. Las aplicaciones de este programa van desde la simulacion de
sistemas de biofilm, sistemas de reactor CSTR, reactor de tipo Batch, sistemas de reactor advectivo-
difusivo, sistemas de rios y lagos, entre otros. Este programa realiza las tareas de simulacidn, analisis de
sensibilidad y estimacién de parametros. El manual de usuario del programa y tutorial del programa de
computacion estan dados en [99,100]. El detalle de funcionamiento del programa se muestra en el Anexo
94.

4.4. Seleccion del biorreactor

El proceso de seleccion del modelo del biorreactor se basd en el andlisis técnico/cualitativo con la
finalidad garantizar la seleccién idénea del sistema para los objetivos de la investigacién, generar un
ambiente lo mas similar posible al ambiente marino natural y controlar de manera efectiva los parametros
relevantes en el crecimiento de microorganismos marinos en estado sésil (biofilm). En primer lugar, se
realiz6 una revision bibliografica de los modelos de reactores de biofilm analizados en la seccidon de estado
del arte. Para tales efectos se presentan se sintetizan las principales caracteristicas asociadas, ademas de
las ventajas y limitaciones de cada tipo de reactor, respectivamente. Posteriormente, se establecieron los
criterios cualitativos y los requerimientos técnicos para el testeo de recubrimientos antifouling en un
ambiente marino simulado, ademas de la factibilidad de implementacién a escala de laboratorio, con lo
cual se selecciond el modelo de biorreactor de biofilm que mejor se adaptarda a los criterios y
requerimientos. Finalmente, se realiz6 una revisiéon de los equipos y materiales necesarios para la
construccién del biorreactor, ademas de un esquema de funcionamiento y los planos del reactor en el

programa AutoCAD
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5. Resultados y discusion

5.1. Parametros fisicoquimicos zona del Biobio

Con la finalidad de diferenciar los resultados, se consideraron 2 periodos definidos (de afloramiento y
no afloramiento) para la presencia de microalgas y microorganismos (Tabla 5.1). El periodo de no
afloramiento presenta temperaturas superficiales del agua en promedio mas bajas (12,18) que en el
periodo de afloramiento (13,24). Esto va de la mano con un nivel de oxigeno disuelto mas bajo, siendo
aproximadamente un 10,6 % menor que el periodo de afloramiento de microalgas y un nivel de salinidad
mas bajo que en el periodo de afloramiento (~2,6%).

En cuanto al nivel de pH, este pardmetro se mantuvo relativamente constante para ambos periodos,
siendo cercanos a 7,6 ~ 7,7, es decir, levemente basico. Las desviaciones estdndar para ambos periodos

son igualmente pequefios, lo cual es un indicativo de que los datos son cercanos a la media y son

homogéneos.
Tabla 5.1: Pardmetros Fisicoquimicos por estacidn del afio
Parametro Unidad de medida Periodo Xxto Limite inferior Limite Superior
TS [°C] No afloramiento 12,18 + 0,728 11,01 14,18
Afloramiento 13,24 + 1,007 10,96 16,24
pH ) No afloramiento 7,69 + 0,349 5,74 8,13
Afloramiento 7,64 + 0,248 6,68 8,05
) ) No afloramiento 5,63 + 1,056 299 7,41
Oxigeno disuelto [ml/L] Afloramiento 5,09 + 1,723 1,60 11,26
Salinidad [PSU] No aﬂor?lmiento 33,18 + 1,429 27,80 34,42
Afloramiento 34,07 + 0993 28,80 35,51

5.2. Resultados simulacion en AQUASIM 2.0®

5.2.1. Parametros y condiciones iniciales

Las variables utilizadas para la simulacién son resumidas en el Anexo 9.5. Los valores de condiciones
iniciales para la simulacién se muestran en el Anexo 9.6

Se destaca que los valores de condiciones iniciales de sustratos para la concentracién de sustrato 3 se
basan en la composicion clasica descrita del medio de crecimiento para organismos marinos (Anexo 9.7).
Los calculos de concentracion de gases disueltos (CO2 y 02) se hicieron en base a los parametros
fisicoquimicos obtenidos para el periodo de afloramiento correspondiente a noviembre de 2019 y abril de

2020, por ser el periodo donde existe una mayor biodiversidad de organismos fotosintéticos (Tabla 4.1).
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Tabla 5.2 Pardmetros del periodo de afloramiento en la regién del Biobio para el calculo de concentracién de gases

Parametro Unidad de medida xto

1,007
TS [°C] 13,24 *
pH - 7,64 + 0,248
Salinidad [PSU] 34,07 + 0,993

En base a lo obtenido en los datos fisicoquimicos en el periodo de afloramiento, se extrapola los valores de
equilibrio de CO2 disuelto con una presién parcial de 35 [Pa] para una salinidad de 34 [PSU] y una
temperatura de agua marina de 13.24 °C segun la ley de Henry. Los valores utilizados para la constante de

equilibrio de la ley de Henry se muestran en el anexo (Anexo 9.8).

pumol g
[COz)aq = 14.48T = 0.6375

Conforme a la ecuacion 3.8 y 3.9, las concentraciones de equilibrio redichas de los iones [HCO3 ] y

[CO3?] son,

Pco,
Hco,

—(+pKg1-PH) [co5?]

[HCO3] = 10

[CO;Z] — 10—(+pKa’2—pH)[HCO3'2]

Luego, para una salinidad de 34 [PSU] Y 13.24 °C los valores de pK;; y pK,, son 6.059 Y 9.254
respectivamente. Por otro lado, para 13.24 °C la constante de la ley de Henry es de 2.462 [Pa - L /umol].
Finalmente, con un pH de 7.64, P¢o, = 35 [Pa] las expresiones anteriores quedan como se muestra;
[HCO3] = 1022476:[C037?]
[C052] = 10-1614:[HCO3?]

Resolviendo el sistema algebraico, se tiene que:

mol
[HCO3] = 1.372 HT = 0.085%
mol
[CO;Z] =6.104-1073 Hmo? = 3.68- 10‘4i
l m3

Finalmente, la concentracidn total de las especies carbonicas es la suma de todas las concentraciones:

g
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Similarmente, la concentracién de oxigeno disuelto en el medio puede calcularse como:

Po2 = Ho2 [Oz]aq
L-kPa
mmol

Con una presion parcial de 20.95 kPa y H,, = 82.88 para una temperatura de 13.24 °C, la

concentracion de oxigeno disuelto en el medio, la concentracién de oxigeno disuelto es igual a,

[05] 00 = 0.253M — 4857 L
aq L m3

5.2.2. Crecimiento de microorganismos

La Ilustraciéon 5.1 muestra el desarrollo del grosor del biofilm mixto en un periodo de 50 dias. En el
grafico se observa en una primera instancia (I) un crecimiento lento corto, asociado principalmente al
periodo de asentamiento de los microorganismos. Esta etapa es sucedida por la etapa de crecimiento
exponencial (II) rapido en los primeros 15 a 20 dias, pasando de 10 um a 250 um. En este punto los
microorganismos han alcanzado la suficiente concentraciéon de sustrato disuelto en el biofilm que les
permite multiplicarse de manera mas eficiente. La tasa de crecimiento del biofilm deja en evidencia el
efecto del modelo cinético de Monod utilizado para maultiples sustratos limitantes.
Finalmente se observa la fase de estacionaria (III) donde el biofilm alcanza un grosor constante de 160
um. En esta etapa la tasa de crecimiento de los microorganismos se vuelve estable y se mantiene constante,

donde la tasa de decaimiento y tasa de crecimiento se iguala.

Ilustracion 5.1: Curva de crecimiento del biofilm en un periodo de 50 dias

[m] -107*
40 —_— 50 fd]

35

3.0

25

2.0 Vs

15 /

1.0 /

[d]
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5.2.3. Perfiles de concentracion de sustratos en el biofilm

Las ilustraciones 5.2 y 5.3 muestran la distribucién espacial de los sustratos S;, S, S3y S, en el
biofilm respectivamente. Se analizaron los perfiles de concentracién para cada uno de los sustratos a 5, 15
y 30 dias.
Los casos para S1y S3 (CO, y NO3) asociados al crecimiento de organismos fototréficos (Ilustracion
6.6) tienen un comportamiento similar. Se observa el comportamiento esperado para cualquier tiempo
donde existe una disminucién de la concentracién del sustrato conforme se estd mas cerca de la superficie
de crecimiento (z =0 [m]), asociado a la resistencia a la difusion del biofilm. Tanto para los sustratos S1y
S3 ladifusion es relativamente baja. En el caso de t =5 [d] se observa una alta concentracién a una distancia
de 140 pm, la cual disminuye al acercarse a la superficie de crecimiento. Parat= 15 [d], con el respectivo
aumento exponencial del grosor del biofilm (~ 250 um), aumenta levemente la concentraciéon de los
sustratos. La concentracidn es mayor cercana a la parte mas exterior del biofilm y disminuye, al igual que
el caso anterior, conforme se acerca a la superficie de crecimiento. Para t = 30 [d] se ve un aumento
considerable en la concentracién de los sustratos en comparacién para los otros casos, llegando la
concentracion hasta ~ 58.95 y 62.95 g/m3respectivamente. Se observa que el gradiente de concentracién
de sustratos disminuye a lo largo del paso del tiempo, lo cual se ve reflejado en las pendientes de las curvas
de los 3 casos analizados para los dos sustratos. Esto se asocia principalmente a la estabilizacion de

utilizacidn de sustratos por parte de los microorganismos fotosintéticos.

Ilustracion 5.2: Distribuciéon espacial de S1 y S3 en el biofilm parat=15, 15y 30 [d]

[g/m?]- 1072
1 —— Sfd]

59.00 —— 13 [d
—— 30 d]

63.0 fd
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Los casos para S2 y S4 (DOC y 0,) muestran la difusién en el biofilm de estos sustratos asociados al
crecimiento de organismos heterotroficos (Ilustracion 6.7) parat=>5, 15y 30 [d]. Parat =5 [d] el sustrato
1 difunde hasta 140 um con una variacién de concentracién entre 0.3 y 1.3 g/m3. Parat =15 [d] y 30 [d]
la concentracién de este sustrato disminuye considerablemente y variando la concentraciéon dentro del
biofilm entre 0.1 y 1.4 g/m53.

Similarmente al sustrato anterior, para t = 5 [d] el sustrato 4 difunde hasta 150 um con una variacién
de concentracién entre 3.7 y 4.5 g/m3. En cambio, para t =15 [d] y 30 [d] la concentracién disminuye

variando entre 3.45 y 4.4 g/m3. A t =15 d], donde el sustrato difunde hasta 239 um, y a t = 30 [d] hasta
245 um.

Ilustracion 5.3: Distribucion espacial de S2 y S4 en el biofilm parat=15, 15y 30 [d]
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5.2.4. Perfiles de concentracion de especies en el biofilm

La ilustracion 5.4 muestra el perfil temporal de cambio de la composicion de las especies en el biofilm.
La concentracion inicial se consider6 el 10% de la densidad del biofilm para ambas cepas, Se observa que
la concentracién de organismos heterétrofos aumenta en una primera instancia considerablemente hasta
llegar a un valor constante de 15 - 103 g/m? siendo dominantes en la etapa inicial del biofilm. Al contrario,

la concentracién de organismos fototréficos disminuye con el paso del tiempo hasta llegar a 0.

Ilustracion 5.4: Evolucién de concentraciones de especies X; (fototrofos) y X, (heterotrofos) del biofilm a t = 60 [d]

[g/m®]-10°

15 ‘anc

[d]

5.3. Selecciony diseiio del reactor

El Anexo 9.9 muestra una sintesis de las principales caracteristicas de los biorreactores de biofilm
analizados. La construccién de biorreactor de biofilm a escala de laboratorio usualmente se hace en vidrio
o polimeros plasticos como PE, PC o PMMA, los cuales son relativamente faciles de conseguir y econémicos.
En general, el vidrio permite una buena iluminacion y visualizacién del proceso de crecimiento del biofilm,
es resistente a la corrosion y agitacién, ademas de ser autoclavable. Sin embargo, este material puede ser
propenso a roturas en condiciones de estrés térmico o mecanico. Otros materiales que también son
transparentes y permiten una buena visualizacion es el PMMA y PC, ademas de ser bastante resistentes y
menos propensos a romperse en comparacion al vidrio. Un factor para considerar es que el policarbonato
puede sufrir alta degradacién a la exposicidn de radiacién luminica, lo cual puede impedir el paso de luz
normal, interfiriendo en la ocupacién de energia luminica por parte de los microorganismos en el reactor.
Por otro lado, el polietileno tiene como ventaja ser bastante resistente y moldeable, lo cual le permite una
mayor versatilidad en el proceso de construccién. Sin embargo, al igual que el policarbonato, este es
sensible a la degradacion a la exposicion prolongada a radiacién luminica, ademas que, de manera natural,
es menos transparente que los materiales anteriormente mencionados. Por lo cual el PMMA se considera
la mejor opcién al momento de la confeccion de un biorreactor de biofilm.

En cuanto a los microorganismos utilizados, estos pueden ir desde cultivos mixtos procedentes
principalmente de muestras de equipos de procesos de tratamiento de aguas residuales, o cultivos inicos
de bacterias o microalgas. En general todos los tipos de cultivos pueden llevarse a cabo en cualquiera de

los modelos presentados sin problema. Para organismos fototroéficos, es indispensable una buena fuente
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de iluminacién dentro del reactor, ademas de control de parametros relevantes para el crecimiento como
la hidrodinamica, temperatura, pH, iluminacién y control de nutrientes.

El rango de control de temperatura en estos reactores usualmente va entre los 15 a 35°c y pH entre 6.5
a 7.5. En general la temperatura y pH son relativamente faciles y sencillos de controlar en todos los
modelos de biorreactores analizados. Los nutrientes ocupados son variados. Usualmente se utiliza glucosa,
extracto de levadura, proteina de soya, succinato de sodio o melaza como fuente de carbono. La peptona y
urea se utiliza principalmente como fuente de nitrégeno en cultivos que involucren organismos
fotosintéticos.

Por otro lado, tabla 5.3 muestra las ventajas y limitaciones de cada modelo de reactor. El modelo RAB
usualmente usado para estudios hidrodinamicos sobre el biofilm se destaca por un buen control de estrés
hidraulico y parametros, sin embargo, posee limitaciones en la iluminacion y disposiciéon de placas de
testeo dada su configuracidn. Similar a este, el modelo CBR igualmente en general est4 destinado a estudios
hidrodinamicos, sumando entre sus ventajas el estudio simultaneo de varias muestras y la aplicacién de
alto cizallamiento sobre el biofilm, con limitaciones igualmente similares.

Por otro lado, la principal caracteristica de los reactores de disco rotativo es que permite la exposicion
alternada entre el medio liquido y el aire de las superficies de crecimiento, ademas de ser facil controlar
las condiciones relevantes como temperatura, pH e iluminacién, sin embargo, este es susceptible a
contaminacién externa.

En cuanto a las principales ventajas de los reactores de panel plano se destaca por un buen proceso de
iluminacion debido a el paso corto de la luz y alta area de iluminacién, lo cual le otorga un buen control
sobre esta. Otra gran ventaja es que es relativamente facil de construir a escala de laboratorio, con
materiales faciles de conseguir y es altamente escalable. A esto se suma que este modelo permite una alta
transferencia de materia, tanto de sustratos como de los metabolitos generados. Sin embargo, este modelo
presenta dificultad en la transferencia de gases fundamentales (CO2 y 02) con el medio, debido a la baja
area de transferencia con el aire, por lo cual es necesario un proceso de aireaciéon para permitir la

transferencia de gases entre las fases.
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Tabla 5.3: Ventajas y limitaciones de biorreactores de biofilm analizados

Reactor Ventajas

Limitaciones

RAB ¢ Buen control de estrés hidraulico. e Formacién de pelicula no uniforme por cambio de
¢ Buen control de flujo, pH y temperatura. patrones de flujo asociado a la presencia de los cupones.
e Mezclado no ideal.
e Permite estudiar varias muestras simultdneamente. e Cambio en el patrén de flujo por la interferencia de
e Buen control de condiciones hidrodinamicas cupones de testeo
CBR e Permite aplicar alto cizallamiento del fluido sobre el e Limitada superficie de crecimiento de biofilm
biofilm. o Costo de adquisicidn y/o construccién relativamente caro.
e Autoclavable y reutilizable.
e Limitaciones de iluminacion.
e Buen control de condiciones operacionales. e Patrén de flujos no uniformes.
e Permite probar distintos esfuerzos cortantes ¢ Posibilidad de contaminacién externa.
simultdneamente al poseer varios discos horizontales. |e Materiales relativamente costosos.
e Alternacién en la exposicién entre el medio acuosoy el e Poco compacto para generar un modelo a escala de
RDR aire. laboratorio.
e [luminacion externa uniforme, lo cual permite una
maximizacion de la produccién de biomasa.
e Buen intercambio de gases entre el medio liquido y el
aire.
o Alta superficie de crecimiento del biofilm.
e [luminacion uniforme y alta superficie de iluminacién | Baja drea de transferencia de gases con el medio liquido
e Construccidn sencilla y escalable
FPBR s N . o
e Posibilidad de agitacién por aireacién.
e Alta drea de interfase de transferencia de materia
e Permite desarrollar biofilms bajo condiciones e Diseflo y construccion relativamente complejo.
hidrodindmicas controladas. e Posibilidad de contaminacién del reactor.
¢ Facil disposicién de microsensores y técnicas ¢ Posibilidad de obstruccion
microscopicas ¢ Poca flexibilidad para la aplicacion de otras funciones del
h-FPBR e Alta drea de transferencia de gases con el medio liquido. | reactor.

e Permite estudiar varias muestras simultaneamente.
e Estudio de la hidrodinamica del biofilm.

¢ Facil disposicion de placas de testeo

e Alta 4rea de iluminacién e intensidad luminica uniforme
alo largo del reactor.

e Facil construccion a escala de laboratorio, y facil
escalabilidad a sistemas mas grandes.

e Limitaciones de iluminacion.
¢ Limitada superficie de crecimiento de biofilm

En cuanto a la variante horizontal de este tipo de configuracién, es ideal para la relacion entra la
estructura del biofilm y su actividad metabdlica, ademas de permitir el estudio de efectos hidronimicos
sobre el biofilm y la transferencia de nutrientes entre el medio liquido y el biofilm.

Las principales ventajas que se suman a esta variante es la facil disposicién de microsensores y técnicas
microscopicas para estudio de estructuras y gradientes internos del biofilm, poseer condiciones
hidrodindmicas mas controladas y tener una alta area de transferencia de gases. Las limitaciones de este
modelo estan asociadas a problemas de operaciéon como la posibilidad de obstruccién, lo cual puede

disminuir la distribucién de nutrientes y contaminacion externa del biorreactor.
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Criterios de seleccion. El biorreactor de biofilm debe cumplir con ciertos parametros para su seleccion.
Se consideré un conjunto de 2 tipos de microorganismos en su fase sésil los cuales conforman la
comunidad de biofilm. En primer lugar, se tiene un microorganismo fotosintético que ocupa el CO, como
fuente de carbono y luz como fuente de energia para sus procesos metabdlicos, y un organismo heterotrofo
que consume el carbono organico producido por los organismos fotosintéticos como fuente de carbono,
ademas del oxigeno. Dicho lo anterior, para los organismos fotosintéticos es indispensable la presencia
de iluminacién para el proceso de fotosintesis. Otro factor importante es que, al ser un reactor a escala
de laboratorio, sea facil controlar parametros relevantes en el crecimiento e incorporar equipos de
mediciones. Sumado a esta premisa, también debe ser importante que la disponibilidad de materiales
y equipos sea simple, al igual que su proceso de construccion. También es importante que exista una
buena transferencia de materia, como sustratos y metabolitos. Finalmente es importante que este
modelo sea capaz de incorporar 3 placas de 7 x 15 cm y 2 mm de espesor dentro del reactor. Todo
esto se resume en la tabla 5.3, de los tipos de biorreactores preseleccionados que pueden cumplir con

estas caracteristicas:

Tabla 5.4: Analisis previo de reactores de biofilm preseleccionados y bajo los principales criterios de seleccién

Criterio RAB CBR RDR FPBR h-FPBR
[luminacién externa - - vv vv v
Control de pardmetros y equipos de medicién v 44 44 44 44
Disponibilidad de materiales - - v v v
Facilidad de construccién - - - v v
Transferencia de materia v v - vv 44
Disposicién de placas - - v - v

-: Malo // ¥ : Bueno // ¥'¥" : Muy bueno

Del analisis se puede observar que el modelo que mejor cumple las caracteristicas para la simulacion de
un entorno marino controlado para la generaciéon de una colonia de biofilm mixto fotosintético es el
modelo h-FPBR.
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5.3.1. Materialesy equipos
Finalmente, los equipos necesarios para el funcionamiento del reactor, caracteristicas y principales, con

sus opciones de mercado son descritos en la tabla 5.5

Tabla 5.5: Equipos requeridos y sus caracteristicas para el biorreactor

Equipo Funcién Cantidad Ca.rac.terlstlcas Rango de operacion
principales
S Potencia: 72/100 [W] o
Sistemna Chiller (l;/[;r;;eél:r el medio liquido del reactor en la temperatura 1 Voltaje: AC110-240 [V] 1?34[2/[5111]
50-60 [Hz]
Medir el pH del medio con la finalidad de ajustarlo en caso de Materlal electrodo:
pH-metro . . 1 viscoleno 0-14
salir del rango de valores establecidos . s
Precisiéon: 0.2 pH
. Potencia: 11 [W]
Bpmba de flujo Genera flujo de medio liquido en el reactor 1 Altura maxima de 0-16.3 [m—g]
liquido d
bombeo: 1.2 [m]
Bomba de aire Bombear aire enriquecido con CO2 al reactor 1 Cons.umo: W] 0-6.6 [m—z]
2 salidas a
Largo: 60 - 90 [cm]
Potencia: 34 [W]
Limenes; 2080 [Im]
Lampara Aportar una fuente de iluminacién para los organismos Entrada: AC100-240V
P fototroficos que permita adaptarse al fotoperiodo asociadaala 1 Salida: DC 20V 2A -
fluorescente oo . .
fuente de iluminaci6én natural Ciclo: Dia-Noche
Temperatura de color:
6000 - 1000 K

Vida util: 50.000 Horas

Ayuda a dispersar el gas en pequefias burbujas de aire en el . .
. . . - - Material: Aluminio
Difusor de aire medio de cultivo, aumentando la superficie de contacto y 2 i . -
e - Didmetro interno: 4 mm
facilitando la transferencia de gases

Precision: + 0.2
Medir la temperatura del medio de cultivo 1 Matetrlal de sonda: Acero -50 - 150 [°C]
Inoxidable

Longitud de sonda: 1 [m]

Termdémetro

‘Filtro de agua

Materiales

Grosor: 8 [mm]
Material: PMMA -
Color: Transparente

100

Placas de PMMA Utilizados para la confeccién del contenedor del reactor
* 80 [cm]

Sellador hermético  Aislar las placas de PMMA unidas en la confeccién del reactor y 1
resistente al agua evitar fugas

Temperatura

Cantidad: 50 [ml] aplicable: 15-90 [°C]

Material: Silicona

. Conducir el medio de cultivo a su flujo de entrada, salida y Flexible
Tuberias . - 3 [m] i .
recirculaciéon Didmetro interno: 10
[mm]
valvula antirretorno Permitir o evitar la circulacion de flujo 1 lame.tro interno
Material: 10 [mm)]
Dispensador de CO2 Aportar una fuente de carbono inorganico para el consumo de 3 Cantidad: 95 gramos

organismos fototréficos

3 fases: Biobolas, Anillos
Filtro para acuario  flujo hasta 300 1/h, volumen 1 ceramicos, Esponja -
Flujo maximo: 38 m3/d
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En cuanto al control de temperatura, los sistemas fotosintéticos siempre generan calor debido a la
ineficiencia de la fotosintesis en la conversion de energia luminica en quimica, perdiéndose el 69% en
forma de calor. La cantidad de enfriamiento depende de la intensidad de la luz incidente y la concentraciéon
celular. En principio, es recomendable controlar la temperatura utilizando modelos comerciales. El
enfriamiento se logra con un sistema de intercambio de calor; se circula agua fria externa a través de un
material de buena conductividad térmica, que luego extrae el calor del fotobiorreactor. El desafio mas
significativo es instalar un sistema a de enfriamiento en un biorreactor. Algunas opciones son una
chaqueta de agua externa o bobinas de enfriamiento de acero inmerso en el medio. Sin embargo, este
ultimo método puede influir sobre la circulaciéon. De lo observado en estado del arte, el rango de
temperatura del agua marina va entre los 10 a 30 °C. Por otro lado, en este trabajo el rango de temperatura
entre el periodo de no afloramiento y afloramiento fue de 11 a 16 °C aproximadamente. Si bien la
implementacion de un bafio térmico y un calefactor en conjunto es una buena opcién, se consider6 un
Sistema Chiller de acuario dado su simplicidad en comparacidn con el primer sistema y rango de control
asociado.

Por otro lado, el pH es un factor relevante asociado a la salinidad y concentracién de gases disueltos. Si
bien su valor podria variar por diversos factores en gran medida este se ve influenciado por el equilibrio
de especies carbodnicas burbujeadas al medio. El rango de pH en el ambiente marino va desde los 7.8 a 8.2
en promedio. En comparacidn, los datos de pH medidos en la zona del Biobio varian entre los 5.74 a 8.13,
por lo que es necesario ocupar un equipo de mediciéon que permita medir el pH dentro de esos rangos (0 -
14).

Los fotobiorreactores pueden ser inyectados con aire, pero la baja concentracion de CO, en el aire
(0,033%) a menudo limitara el crecimiento fototrépico. El enfoque es mas simple es mezclar CO, con aire,
entre un 0,2% a 5% del flujo total de gas. Se debe tener cuidado de que la entrada de CO, no disminuya de
forma adversa el nivel de pH del cultivo. El tamafio pequefio de las burbujas ayuda a facilitar la difusion.
Controlar la concentraciéon de €O, de entrada es una manera eficiente de controlar el pH del cultivo. La
adicion de CO, acidifica el medio de cultivo, aunque el consumo de nitrato por algas causa una
alcalinizacién del cultivo. Tan importante como proporcionar C0O,, es importante eliminar el exceso de
0,. El exceso de 0, conduce a dafio foto oxidativo y el aumento de tasas de fotooxidacion. El valor de
concentracion de gases disueltos depende de los valores de pH, salinidad y temperatura del medio liquido.
En este estudio, conforme a estos 3 parametros fisicoquimicos, se consider6 una concentracion de 0.777
g/m3 de especies carbonicas asociadas al CO2 disuelto en equilibrio y 02 disuelto en el medio liquido. Para
esto, se consider6é un dispensador de CO2 tipico de acuario para enriquecer una corriente de aire
bombeado mediante una bomba peristaltica. También se considerd un difusor de aire, el cual ayuda a
difundir los gases en el medio mediante burbujeo.

Sumado a esto, el control de la iluminacién es trascendental. Esta puede suministrarse de manera continua
o en ciclo de luz-oscuridad. Simular el entorno de iluminacién natural del sol es complejo, ya que esta no

esta disponible todo el tiempo y esta sujeta a fluctuaciones significativas por la geografia, clima y estacion,
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abarcando un rango de emisién de entre 120 nm a 100 um [84]. Laluz se refracta y se refleja al pasar de
un medio a otro en un angulo de refraccidn, excepto cuando entra en un angulo normal perpendicular a la
superficie. Siempre que sea posible la superficie del reactor debe disefiarse para minimizarla reflexion y
refraccidn.

Las lamparas incandescentes son inferiores en comparacién a otros tipos de fuentes de iluminacién y rara
vez se utilizan en fotobiorreactores. Tantas lamparas fluorescentes como las lamparas de led tienen una
eficacia eléctrica muy buena y una vida util considerable, sin embargo, las lamparas led se plantean como
la mejor opcidn en general. Las ldmparas led distribuyen la luz de manera uniforme desde una fuente
puntual, por lo que se requiere una distancia entre la lampara y el reactor para una correcta dispersién de
la luz. Las Luces fluorescentes son rentables y permiten una mejor adaptacién al espectro efectivo de
fotosintesis. Ademas, estas permiten la absorcion de radiacion luminica entre el 15% en comparacién al
5% de las lamparas incandescentes. Tomando que en este trabajo se consider6 un fotoperiodo asociado al
ciclo de luz de f = 0,67, y lo mencionado anteriormente sobre los tipos de iluminacion, se considerd la
utilizacién de un panel de luz fluorescente con programacion para ciclos de luz diurnos y que contuviera
el espectro requerido de iluminacién similar al rango de iluminacién natural de 120 nm a 100 um [84].
En cuanto al flujo, la circulacién es importante para garantizar una iluminaciéon 6ptima, un intercambio
adecuado de gases y el control de la temperatura y pH dentro del cultivo. Esto se puede lograr mediante la
inyeccion de aire, creando una circulacién natural, o mediante el uso de una bomba peristaltica de flujo.

El rango de velocidades de flujo identificadas en estado del arte en el que un biofilm crece de manera

normal en un rango de 7-40 [%] Las tuberias vistas en el comercio utilizadas en este trabajo son de

silicona y tienen un didmetro interno de 10 [mm]. Considerando un flujo de velocidad de 30 [%] el flujo

volumétrico dentro de las tuberias sera de 2.036 [m3/d], el cual es el valor utilizado en este trabajo. Las
bombas peristalticas seleccionadas tienen un rango de trabajo de 0 a 16.3 m3/d, lo cual se encuentra
dentro del rango requerido. Finalmente, el material de construccion del biorreactor se hizo en base al
andlisis previo de las principales caracteristicas de biorreactores de biofilm, donde se destaca el PMMA
como material resistente a la degradacion luminica, estrés mecanico y térmico, ademas de ser moldeable
y facil de trabajar. El detalle de costo econémico estimado asociado a los materiales y equipos para la

confeccion del biorreactor se muestra en el anexo 9.10

5.3.2. Esquema y planos
Los planos del biorreactor con sus medidas asociadas, la vista isométrica y el diagrama de

funcionamiento del biorreactor se muestran en los anexos 9.11, 9.12, 9.13 respectivamente.
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6. Conclusiones

La determinacién de las especies predominantes de micro y macroorganismos de la zona costera
permite identificar patrones de composicién biolégica con el fin de realizar estudios posteriores sobre las
cinéticas de crecimiento y utilizacién de sustratos de estos organismos, ademas de observar las dindmicas
de asentamiento e interaccion en el biofilm, en pruebas a escala de laboratorio. Esto se realizé mediante
un estudio bibliografico de caracterizaciones biolégicas a nivel internacional y de dos estudios nacionales
en la zona costera del Biobio, Chile.

En general se observa que en las primeras etapas de formacién del biofilm son predominantes las
especies bacterianas gramnegativas y en menor medida grampositivas. Las gramnegativas estan asociadas
principalmente a los procesos corrosivos, donde se destaca las especies pertenecientes al filo
Proteobacteria y Bacteroidetes. Esto las hace predominantes en superficies metalicas susceptibles a la
corrosion, inclusive si estas presentan recubrimientos AF. Otro grupo que se destaca son las microalgas y
diatomeas, las cuales generan una relaciéon mutualista con las bacterias y dependen en gran medida de la
exposicién a la luz. Se desatacan los géneros Navicula, Nitzschia, Cocconeis, entre otros. Entre las especies
de macrofouling identificadas se desatacan las clases de algas Ulva y los Cirripedos (percebes).

En los estudios de caracterizacion realizados en Chile, se destaca la presencia de los géneros micro y
nano plancténicos de diatomeas como Navicula, Pleurosigma, Nitzschia, Caetoceros, entre otros.

Es de importancia en centrarse en estos 2 grandes grupos para la prevencién deformacion de biofouling,
debido a que estudios demuestran que la formacion de este biofilm induce a la maduracion de
macroorganismos como algas y percebes, dificultando su proceso de limpieza. Es por lo anterior que se da
pie a realizar una simulacién dindmica que represente ambos grupos en las etapas tempranas de
formacidon de biofilm. Por una parte, los organismos fotosintéticos (diatomeas y microalgas) y por otra, los
organismos heterotréficos (arqueas y diatomeas).

También se realizé una identificacidn de los parametros fisicoquimicos relevantes en el crecimiento del
biofilm. Se realizé6 un estado del arte de estudios asociados al crecimiento de biofilm de donde se
determiné que para que la simulacién de un entorno marino sea similar a las condiciones reales y generar
un biofilm similar al que se podria encontrar en un entorno natural, se deben considerar parametros de
Temperatura, Salinidad, pH, Radiacién luminica, Oxigeno Disuelto, Nivel de nutrientes y Flujo
(esfuerzo de cortante) [59,78-80]. Sumado a esto, para la identificacion de los valores comunes de se
obtuvieron datos de temperatura superficial del agua, pH, salinidad y oxigeno disuelto de la zona
costera del Biobio desde la fuente de datos proporcionada por una boya meteoroldgica ubicada en (-36°
24'0" S -72°54'0" W), del Centro de Datos Oceanograficos y Meteorolégicos (CDOM) de la Universidad de
Concepcidn. Los datos recogidos se dividieron en periodos de “no afloramiento” y “afloramiento”
comprenden los periodos de mayo-octubre y noviembre-abril respectivamente [34]. El periodo de no
afloramiento presenta temperaturas superficiales del agua en promedio mas bajas (12,18) que en el

periodo de afloramiento (13,24). Esto va de la mano con un nivel de oxigeno disuelto mas bajo, siendo
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aproximadamente un 10,6 % menor que el periodo de afloramiento de microalgas y un nivel de salinidad
mas bajo que en el periodo de afloramiento (~2,6%). En cuanto al nivel de pH, este pardmetro se mantuvo
relativamente constante para ambos periodos, siendo cercanos a 7,6 ~ 7,7, es decir, levemente basico.
Sumado a esto, la salinidad se mantuvo en un promedio relativamente constante entre ambos periodos,
fluctuando entre 33,18 a 34,07 [PSU]. Para las simulaciones posteriores y el planteamiento de los equipos
posteriores se consider6 los valores obtenidos en el periodo de afloramiento debido a la mayor actividad
asociada a microorganismos fotosintéticos, especialmente de diatomeas. Estos resultados, en conjunto con
los rangos para cada uno de los pardmetros estudiados en el estado del arte permite generar un modelo
de biorreactor capaz de adaptarse a multiples casos de estudio.

Posteriormente se estudié el desarrollo de los modelos matematicos dinamicos de biofilm a lo largo de
las décadas. Se observa en general que los modelos han aumentado su complejidad en los Gltimos afios de
la mano del desarrollo computacional y entendimiento de la complejidad del biofilm. Los primeros
modelos asumian el estado estacionario y eran pseudo analiticos en su gran mayoria, que a pesar de
considerar procesos clave como la difusion en el biofilm, realiza suposiciones simplificadoras que limitan
la comprension del biofilm. Posterior a esto se desarrollaron modelos mas avanzados multidimensionales,
los cuales requieren un tratamiento numérico y gran potencia de simulacién, mientras que los modelos
unidimensionales dinamicos se plantean como una opcion eficiente y simple para la simulaciéon de un
biofilm, ampliamente utilizados en el campo de la ingenieria.

En cuanto a la simulacién dindmica se utilizé un modelo unidimensional con multiples especies basado
en el planteamiento de Wanner y Gujer. Se considero 4 sustratos relevantes, carbono inorganico, carbono
organico, nitrato y oxigeno disuelto asociado al crecimiento de los microrganismos. Ademas, se considero
la luz como una variable adicional. Sumado a esto, se plante6 un modelo cinético de tipo Monod para la
utilizacién de la luz y sustratos, ademas del efecto de la temperatura en el biofilm. También se considera
el proceso de decaimiento microbiano.

El resultado de las simulaciones muestra que se puede modelar eficientemente el comportamiento
dindamico del biofilm mediante el uso del programa AQUASIM. El biofilm paso de 20 20 ym a 160 um
comuna predominancia de organismos heterétrofos en la fase tardia. Esto se debe principalmente a los
efectos inhibitorios de la luz y nitrato. También se observo el perfil espacial de la difusién de sustratos
dentro del biofilm, donde los sustratos asociados al crecimiento fototrofico difunden en mayor medida que
los asociados al crecimiento heterétrofo.

Finalmente, en cuanto al disefio del reactor, se observo que en la actualidad la mayor parte de los
biorreactores de biofilm son utilizados para investigacion de tratamiento de aguas residuales y
evaluaciones médicas. Sin embargo, la mayor parte de los biorreactores son extrapolables a otras areas de
estudio y permiten reproducir las condiciones particulares deseadas para la simulaciéon del biofilm de
interés. Los reactores de tipo anulares y CDC suelen ser los mas utilizados para evaluaciones de varias
muestras simultaneas, permitiendo un gran nivel de control sobre la agitaciéon y parametros clave en el

desarrollo del biofilm, sin embargo, no es de gran utilidad cuando existe la necesidad de desarrollar un
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biofilm con organismos fotosintéticos ya que no permite la distribucién uniforma de la fuente de luz. El
sistema de disco rotativo por otro lado, si bien permite un buen intercambio de gases y una mejor
iluminacion, es relativamente costoso y poco compacto para un laboratorio, ademas de estar expuesto a
contaminacién externa y no permitir un patrén de flujo uniforme sobre el biofilm. Finalmente, los
reactores de tipo “Flat Plate” o Panel plano se presentan como una buena alternativa para el desarrollo de
biofilms con organismos fotosintéticos dada su alta superficie de intercambio de intensidad luminica y
paso de luz corto ademas de permitir una alta transferencia de sustratos y metabolitos generados. Este
reactor tiene una alta versatilidad para distintos tipos de estudios y es relativamente simple de construir.
En este sentido se destaca una variacion de este tipo de rector llamada reactor flat plate horizontal o “de
canal” el cual tiene mayor control hidrodinamico y permite la facil disposicién de equipos de medicién y
control en este, por lo cual se selecciond el reactor de tipo flat plate horizontal debido a sus mejores
caracteristicas cualitativas para el proceso. Con todo esto, se realizd los dibujos técnicos asociados para el
disefio del biorreactor de tipo flat plate horizontal con capacidad de evaluar 3 placas de 7 x 15 cm y 2 mm
de espesor que contengan recubrimientos AF, ademdas de una descripciéon detallada de los equipos y

materiales necesarios para la construccion del biorreactor.
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8. Anexos

Anexo 9.1 Modos de operacion del biorreactor

(a) Cultivo discontinuo o Batch. El proceso Batch es un sistema cerrado donde todos los reactivos son
afiadidos al empezar el proceso y los productos son removidos al finalizar el proceso en el reactor [101].
Tipicamente consiste en un tanque con agitacién y un sistema integral de calefaccion/refrigeracion. Su
tamafio puede variar desde 1 L (Escala de laboratorio) a 15.000 L. Son fabricados generalmente de acero,
acero inoxidable, vidrio, plasticos, entre otros. Poseen una conexidn en el tope para la carga de liquidos y
gases y una conexion en el fondo para la descarga de liquidos y sélidos [81].

Si bien las operaciones aerdbicas no son estrictamente Batch, donde el oxigeno es suministrado
continuamente y tiene baja solubilidad en el medio acuoso (mientras que el diéxido de carbono y otros
gases escapan), este tipo se consideran como Batch, al no tener entradas ni salidas de liquidos. [101]. La

ilustracion 9.3 muestra un sistema de operacién Batch.

Ilustracion 8.1: Reactor tipo Batch

Reactantes j'_r—[

Entrada de liquido
de enfriamiento

Reactor ————

Mezclador

— >
Salida de liquido de

% e
enfriamiento

(b) Cultivo semi continuo o FedBatch. Se trata del cultivo en un régimen Batch durante un periodo de

tiempo, generalmente hasta que termina el crecimiento exponencial de los microorganismos. En este
punto se alimenta una solucién con sustratos al nivel 6ptimo, sin la eliminacién del fluido de cultivo. La
ventaja de esto es que se puede controlar la tasa de crecimiento especifica, mientras se reduce la
produccion de subproductos no deseados o muerte de microorganismos por exceso de nutrientes. Si el
objetivo es el control del crecimiento del cultivo, conviene alargar al maximo la fase de crecimiento,
minimizando los cambios en el reactor en cuanto a tasa de crecimiento especifica. [81,101,102].

El sistema FedBatch puede ser la mejor opcién para sistemas en los que los nutrientes y sustratos son
escasamente solubles o demasiado téxicos para agregar todo desde un principio o en los que se quiere
mantener un control del crecimiento celular, a diferencia del cultivo Batch. También evita la inhibiciéon de
crecimiento por exceso de substrato. (Efecto Catbree) [102].La alimentacién puede ser continua, por
pulsos o por lotes, simple o multi substrato, aumento lineal, exponencial o constante. El control de la

alimentacién puede ser definido en funcién de un bucle abierto si se dispone de un modelo matematico o
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un control de retroalimentacidon (ej. pH o DO), dependiendo de la cinética especifica de cada reaccién y su

substrato limitante [102]. La ilustracion 9.4 muestra un esquema del proceso FedBatch

Ilustracion 8.2: Proceso Fed-Batch [81]

IT |
i / I»Pmducms

(a) Puesta en marcha (b) Alimentacién (<) Retiro

Reactantes

(c) Cultivo continuo: Las condiciones del medio cambian continuamente en los cultivos Batch debido al
metabolismo celular y la falta de control de pardmetros. El crecimiento y la utilizacién de sustrato
terminan después de cierto intervalo de tiempo, mientras que, en un cultivo continuo, el medio se
mantiene constante [102], por lo cual es ideal si el objetivo es la produccion de productos durante periodos
prolongados. Si el reactor esta bien mezclado, la composicién de la corriente de salida es igual a la del
medio liquido en el reactor. [101] Después de un periodo de tiempo, el sistema alcanza un estado
estacionario donde la concentracion de células, productos y sustratos permanecen constantes [102].

Este sistema es importante para la determinacién de la respuesta de microorganismos a su entorno y
producir los productos deseados en condiciones éptimas [102]. La ilustracién 9.5 muestra un esquema

de un sistema continuo

Ilustracion 8.3: Reactor Continuo [81]
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Anexo 9.2 Detalle de ecuaciones del modelo 1D del biofilm

Se enumeran las ecuaciones de crecimiento del biofilm.

Especie 1 (Fotétrofos)

6X1+6(X)— 0<z<L(), t>0 ©-1)
9t | 9z Y T PTmy =z=50 '

Especie 2 (Heteroétrofos)

X,

d
5f "3, = sz= 9.2
ot + 97 (uXz) = pry,, 0<z<L(), t>0 9.2)

La ecuacion de velocidad de crecimiento de biomasa esta dada por:

ou
5 = TM,]. + rM,Z + TM,3 + TM,4, 0 <z< L(t)P t>0 (9'3)

El cambio del grosor del biofilm L(t) estd determinado por la velocidad de crecimiento del biofilm

sumado al proceso de desprendimiento de biomasa al mismo.

L) = u(L(D),t) — 0y, t>0 (9.4)

El cambio de concentracion de sustratos en el biofilm esta dado por los procesos de difusién y utilizacion

de estos por las especies en el biofilm,

Carbono inorganico

95, a(D 651)— 0<z<L(t t>0 (9.5)
at aZ 1 aZ _rS,ll 4 ()l *

Carbono organico disuelto

05 0 (D aSZ) = 0<z<L(t), t>0 (9.6)
ot 9z\ 29z) " 5% z ’ '

Carbono nitrato

9S; 8/ aS;
E —£<D3 a_Z) =Ts3, 0<z< L(t), t>0 (9.7)
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Carbono oxigeno disuelto

054 a(D 654)— 0<z<L(t t>0
at aZ 4 aZ - TS,4" Z ( )l
Carbono fosfato disuelto

954 6<D654)— 0<z<L(t t>0
at aZ 4 aZ - TS,4" Z ( )l
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Anexo 9.3 Detalle de ecuaciones cinéticas del biofilm

Las expresiones cinéticas correspondientes a los procesos de crecimiento, decaimientos microbianos de

especies sésiles son listados a continuacidn:

Velocidad de crecimiento de especies sésiles

e Fotoétrofos

I S1 Ss
T — . 1.066(Twater—293,15) 9.10
61 = Hmaxd e P K, + S1Kag + S5 (9.10)
e Heterétrofos
S, S4
r — 1.066(Twater—293,15) 911
G,2 umaX,Z KZ,Z + SZ K4,2 + S4 ( )
Velocidad de decaimiento de especies sésiles
e Fotoétrofos
rp1 = Kpy (9.12)
e Heterdétrofos
I'D’z = kD,Z (913)
Con esto todas las expresiones cinéticas son,
v = Xq ((1 — kgps1 — Ye)Tg1 — I“D,1) (9-14)
vz = X3 ((1 - kEPS,Z)rG,Z - rD,Z) (9.15)
rg; = —0.0313rg; + 0.0198r¢, (9.16)
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rsy = Yel'g1 — 1.5873rg, (9.17)

rs'3 = _0.00531'(}'1 (918)

rss = 0.0419rG, — 0.0184rg, (9.19)
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Anexo 9.4 Funcionamiento del programa AQUASIM

Formulacion de modelos

En el programa AQUASIM 2.0, un modelo consiste en un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias
y/o parciales, ademdas de ecuaciones algebraicas, las cuales describen de manera deterministica el
comportamiento de un conjunto de variables de estado de un sistema acuatico. Las ecuaciones
diferenciales se plantean mediante “compartimentos” que se pueden conectar mediante “enlaces”.
Ademas, los procesos dindmicos pueden ser definidos en la seccién de “procesos”. Todos los “procesos”,
“compartimentos” y “enlaces” se definen con la ayuda de “variables” que representan variables de estado

o valores numéricos sensibles. La Ilustracion 9.6 representa las dependencias de los cuatro subsistemas

del programa descritos:

Ilustracion 8.4: Elementos de la estructura del modelo [100]

Compartments

Processes

Variables

(a) Variables. Son los objetos basicos para la formulacidén del modelo. El cuadro de seleccién de

variables se muestra en la Ilustracion 9.7.

Ilustracion 8.5: Cuadro de dialogo de seleccion de variable

Select Variable Type I

" Program Yaniable
" Constant Variable
" Real List Variable
" Variable List Variable
" Formula Yariable

" Probe Yariable

oK I Cancel I

El programa distingue 7 tipos de variables dependiendo de su rango de aplicacidn:

e Variables de estado. Representan concentraciones u otras propiedades que deben ser determinadas

por un modelo de transporte y cambio dindmico definido por el usuario.
Variables de programa. Hacen que las cantidades como el tiempo, coordenadas espaciales, caudal,

etc., que se utilizan para la formulacion del modelo, estén disponibles como variables.
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e Variables constantes. Describen cantidades medidas individualmente que también se pueden utilizar
para andlisis de sensibilidad o estimacién de parametros. Representan, como dice su nombre, valores
constantes.

e Variables de lista real. Se utilizan para proporcionar datos medidos o formular dependencia con
otras variables con la ayuda de pares de datos interpolados.

e Variables de lista variable. Se utilizan para interpolar otras variables en valores dados de un
argumento arbitrario, por ejemplo, para interpolacién multidimensional.

e Variables de formula. Permiten al usuario crear nuevas variables como expresion algebraica de otras
variables y asi disminuir la complejidad de planteamiento de modelos.

e Variables de sondeo. Hacen que los valores de otras variables evaluadas en una ubicaciéon dada de un

“compartimento” estén disponibles globalmente.

(b) Procesos. Los procesos de transformacidon pueden ser definidos por un conjunto de velocidades de
proceso, cada una de las cuales describen la contribucién dinamica del proceso de cambio temporal de la
concentracion de una sustancia o elemento dado. La Ilustracion 9.8 muestra el cuadro de seleccion del

tipo de proceso.

Ilustracion 8.6: Cuadro de dialogo de seleccion de tipo de proceso [100]

Select Process Type Ei

" Equilibrium Process

[ ok | cancel |

La consecuencia de la existencia de escalas de tiempo muy variables dentro de un sistema es que las
concentraciones determinadas por procesos rapidos convergen rapidamente a sus valores de equilibrio
actuales, de modo que la fase transitoria no es importante para el comportamiento del sistema en una
escala de tiempo mas lenta. Esto conduce a que sea mas ventajoso la sustitucion de ecuaciones
diferenciales de los procesos rapidos por ecuaciones algebraicas. Con todo esto, se introducen los

siguientes 2 tipo de procesos:

e Procesos dinamicos. Describen transformaciones de sustancias cuya dinamica es importante en la

escala de tiempo de la simulacion. La tasa total de transformacion de una sustancia s; esta dada por:

1= ), Vit (5-1)

4
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donde 7; (ML™3T~1) es la velocidad de transformacion total de la substancia sj, vy es el coeficiente

estequiométrico de la substancia s;para el proceso p; y 1, (ML73T~1) es la velocidad de proceso p;.

e Procesos de Equilibrio. Describen el efecto de procesos muy rapidos que conducen a valores de
equilibrio permanentes de las variables de estado correspondientes. Una variable determinada por
dicho proceso puede tratarse como si siempre tomara el valor correspondiente a su estado de

equilibrio. Por lo tanto, su valor se obtiene como la solucion de una ecuacidn algebraica:

Toq =0 (5.2)

Donde 1, depende de la variable involucrada y de otras variables que influyen en el valor de equilibrio.
(c) Compartimentos. La configuracién geométrica de un sistema en AQUASIM consiste en un set de
compartimentos de tipos especificos. La Ilustracion 9.9 muestra el cuadro de dialogo de seleccién de tipo

de compartimentos.

Ilustracion 8.7: Cuadro de dialogo de seleccién de tipo de compartimentos [100]

Select Compartment Type E4 |

" Biofilm Reactor Compartment

" advective-Diffusive Feactor Compartment
" Saturated Soil Column Compartment

" River Section Compartment

" Lake Compartment

Cancel I

Se distinguen 6 compartimentos:

e Mixed Reactor Compartments. Se utilizan para describir dominios en los que existe una mezcla ideal

¢ Biofilm Reactor Compartments. Es usado para describir el crecimiento y la dinamica de biofilms en
los cuales los gradientes de sustratos a lo largo de la profundidad de este son importantes.

e Advective-Diffusive Reactor Compartments. Describen sistemas de flujo longitudinal donde los
fendmenos de adveccién y difusion son relevantes.

e Saturated Soil Column Compartments. Se utilizan para modelar el transporte, adsorcién y
transformacion de sustancias en columnas de suelo saturado de agua, incluyendo el intercambio con
zonas muertas o el volumen de poro inmoévil.

¢ River Section Compartments. Usados para describir los procesos hidraulicos, de transporte y

transformacioén en rios.
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e Lake Compartments. Son usados para modelar los procesos de estratificaciéon, mezcla, transporte y

transformacion en lagos horizontalmente bien mezclados.

(d) Enlaces. Los compartimentos mostrados en el parrafo anterior pueden ser conectados por enlaces o
“links” con la finalidad de modelar el intercambio de agua y sustancia entre ellos. La Ilustraciéon 9.10

muestra el cuadro de dialogo de selecciéon de tipo de enlaces.

Ilustracion 8.8: Cuadro de dialogo de seleccién de tipo de enlace [100]

Select Link Type E3

O i
" Diffusive Link

[ ok ]| conesl |

2 tipo de enlaces son distinguidos:

e Enlaces Advectivos. Son usados para describir el flujo de agua y transporte advectivo de sustancias
desde un compartimento a otro.
e Enlaces Difusivos. Modelan las capas limites difusivas o membranas entre compartimentos que

pueden ser penetradas difusivamente por ciertas substancias.

Parametros numeéricos.

Para integrar las ecuaciones diferenciales del modelo especificadas por el usuario en AQUASIM, las
ecuaciones diferenciales deben ser discretizadas en el espacio. Luego, las ecuaciones diferenciales
parciales discretizadas espacialmente junto con las ecuaciones diferenciales ordinarias, y ecuaciones
algebraicas son integradas numéricamente en el tiempo con el algoritmo DASSL el cual se basa en el
método de integracion implicito de paso variable conocida como técnica de integracion de Gear de
orden variable. La ilustracion 9.11 muestra el cuadro de dialogo que permite editar los parametros

numeéricos para la integracién temporal DASSL.

Ilustracion 8.9: Cuadro de dialogo de edicién de parametros numéricos [100]

Edit Numerical Parameters [ ¥|
Mawimum Internal Step Size:
Maximum Integration Order [1-5]: 5
Number of Codiagonals of the Jacobian Matris: 1000
taximum Number of Internal Time Steps for One Extemal Time Step: 1000
Cacel_|
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Simulacién y analisis de datos.
La Ilustracion 9.12 muestra el menu de Calculo de AQUASIM donde se distinguen las 3 funciones de

calculo integradas en el programa.

Ilustracion 8.10: Ment de calculo [100]

EVAQUASIM - lawprc = mEE
File Edit View Window Help

le—ull Simulation... | f"--lf"h /"fl gl EI

Sensitivity Analysis...

Parameter E stimation...

7

(a) Simulacion. Como se mencion6 anteriormente, se utiliza la técnica de integracion de Gear de orden y
paso variable, mediante una discretizacién espacial de EDP. La principal ventaja de esta técnica para la
solucion de sistemas de ecuaciones diferenciales es la propiedad de ser estable a problemas de rigidez
(stiffly stable). La implementacion del algoritmo DASSL tiene la ventaja de poder resolver sistemas
diferenciales-algebraicos.

(b) Analisis de sensibilidad. Como se mencion6 anteriormente, el analisis de sensibilidad combina las
tareas de andlisis de identificabilidad y andlisis de incertidumbre. El andlisis de identificabilidad permite
verificar si los parametros del modelo se pueden determinar de manera tinica con los datos disponibles y
estimar la incertidumbre de estas estimaciones, mediante error estandar o funciones de sensibilidad. Por
otro lado, el andlisis de incertidumbre permite analizar si existe una propagacion de errores en los
resultados del modelo, solamente considerando un método de propagacién linealizada de desviaciones
estdndar de pardmetros no correlacionados.

(c) Estimacion de parametros. Los parametros del modelo representados por variables constantes
pueden ser estimados en AQUASIM mediante el método de minimizacion de cuadrados al minimizar la
suma de los cuadrados de las desviaciones ponderadas entre las mediciones y los resultados calculados
del modelo:

2 _ C ymeas,i_yi(p) 2
X2(p) = ) (Hmessti 20 (5:3)

o' .
= meas,i

Donde y,eqs,i €slamedicion i-ava, 0,645 ; €5 la desviacion estandar, y; (p) es el valor calculado del modelo
variable correspondiente con la medicion i-ava y evaluada al tiempo y ubicaciéon de esta medicion, p =
(p1, - --Pm) son los parametros del modelo y n es el nimero de puntos de datos. Debido a la posible no

linealidad de las ecuaciones del modelo y debido al procedimiento de integraciéon numérica, la suma debe

75



minimizarse numéricamente en el programa, donde el usuario puede seleccionar hacerlo mediante el

algoritmo simplex o el método de secante.

Visualizacién de resultados.

La Ilustracion 9.13 muestra el menu de Vista de resultados de AQUASIM:

Ilustracion 8.11: Men de Vista de resultados [100]

F1AQUASIM - lawprcl =

Iz

e El item “Results” del menu es usado para especificar las definiciones graficas. La Ilustracion

9.14 es usado para editar las definiciones graficas, graficar y enumerar resultados:

Ilustracion 8.12: Cuadro de dialogo para edicion de definiciones de graficacion y resultados graficos [100]

View Results

[x]

Plot to Scieen Ser. Opt.
Plot ta File Fils Opt.
List to File List Opt,

En este cuadro de dialogo se contienen las especificaciones generales del grafico como el significado,
etiquetas, escalas de ejes, listas de curvas, etc. Cada una de estas curvas contiene especificaciones como el
tipo de curva, variable, numero de calculo, ubicacién del compartimento, zona, ubicacién espacial, tiempo,
etc. Por lo tanto, se recomienda dedicar tiempo para especificar cuidadosamente la serie de definiciones

graficas que posteriormente se puedan utilizar.
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Anexo 9.5 Parametros para la simulacion en AQUASIM

Tipo de Referen
Variable Definicion Valor Unidad
variable cia
VP Grosor del biofilm - [m] -
VP u Velocidad de crecimiento de biomasa - [m/d] -
VE X1 Concentracién de organismos fotétrofos en el biofilm - [g/m3] -
VE X, Concentracién de organismos heterdtrofos en el biofilm - [g/m3] -
VE Sq Concentracién de carbono inorganico disuelto - [g/m3] -
VE S, Concentracion de carbono orgéanico (Quitina)@® - [g/m3] -
VE S3 Concentracién de nitrato (NO3) - [g/m3] -
VE S4 Concentracion de oxigeno disuelto (0, disuelto) - [g/m3] -
VE I Intensidad de luz de fuente de iluminacién incidente - [W/m?] -
VF p Densidad del biofilm 70000 [g/m?3] [76]
VF h Grosor de CBL(®) 4.1075 [m] [76]
VF Dy Coeficiente de difusién de carbono inorganico disuelto 1.65-107* [m2/d] [74]
VF Ds, Coeficiente de difusion de carbono organico 1.04-107* [m2/d] [74]
VF Dg3 Coeficiente de difusion de nitrato (NO3) 1.47-107* [m?/d] [74]
VF Dy Coeficiente de difusion de oxigeno disuelto (O, disuelto) 1.73-107* [m?/d] [74]
VF D;, Coeficiente de difusion de especies en el biofilm 1-1077 [m?2/d] [74]
VF rD;,k  Relacién entre coeficiente de difusién biofilm/agua 0.8 - [68]
VF Mmax1 Velocidad maxima especifica de crecimiento de X; 1 [d1] [68]
VF Mmax2 Velocidad maxima especifica de crecimiento de X, 6 [d1] [68]
VF Ki1 Coeficiente de saturaciéon media de carbono inorganico para X; 2.44 [g/m3] [68]
VF Ks, Coeficiente de saturacién media de nitrato para X; 0.0744 [g/m?3] [68]
VF Kz Coeficiente de saturaciéon media de carbono organico paraX, 4 [g/m3] [68]
VF Kaz Coeficiente de saturacién media de oxigeno disuelto para X, 0.1 [g/m?] [68]
VF A Constante de esfuerzo de corte biomasa 200 [[m~td~1] [74]
VF Tw Temperatura del agua 286.15 [K] ™
VF pH pH del medio acuoso 7.64 [-] ™
VF Sa Salinidad del medio 34.5 [PPT] ™
VF Kq1 Constante de decaimiento para X; 0.14 [d™1] [62]
VF Ko Constante de decaimiento para X, 0.1 [d71] [74]
VF Ye Factor de liberacion de DOC de fotétrofos 0.05 [-] [74]
VF I Constante de saturacion media para la luz 435 [(W/m?] [97]
VF K; Constante de fotoinhibicién 608.7 [W/m?] [97]
VF f Fraccién de fotoperiodo 0.67 [-] [80]
VF A Area de crecimiento del biofilm 0.065 [m?] ™
VF \% Volumen del reactor 0.016 [m3 ™

(*) Usado en este trabajo

(a) Carbono Organico Disuelto

(b) Capa limite de concentraciéon
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Anexo 9.6 Condiciones iniciales para la simulacion en AQUASIM

Parametro Valor Unidad
Qin 2.036 [m3/d]
S1in 0.722 [g/m?]
S2,in 2 [g/m?]
S3,in 62 lg/m?]
Sein 4.857 [g/m?]

Lo 1-107° [m]
X1,0 0.1p [g/m3]
X2,0 0.1p [g/m3]
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Anexo 9.7 Composicion comun medio de cultivo organismos fototroficos

marinos [80]

Typical medium component & concentration Major cellular constituents/role or function

Macronutrients

Nitrogen (nitrate) N NaNO3 I—10mM NO;  Amino acids and proteins (enzymes), purines, porphyrins, amino
sugars, amines

Phosphorous P Na;HPO4  0.05—0.5mM Nucleic acids and genetic material, chemical energy carriers (ATP,

(phosphate) HPO,2— NADPH), phospholipids

Sulfur (sulfate) S MgSOy 40 mM 5042* Amino acids (methionine, cysteine), sulfated polysaccharides,
sulpholipids

Macrosalts

Sodium Na NaCl 450 mM Na™ Major component of seawater/water balance

Magnesium Mg MgS0Oy 40 mM Mg2t Major component of seawater, component of chlorophyll

Potassium K KC 10mM K+ Osmotic regulation, pH balance, protein conformation

Calcium Ca CaCly 10 mM Ca2+ Major component of seawater/enzyme activation, ion transport

Micronutrients — trace elements a

Boron B H3;BO3 0.4mM BO4*~  Diverse roles in primary metabolism and reproduction

Cobalt Co CoCly 02pM Cot Constituent of vitamin By

Copper Cu CuCl 02pM cult Constituent of plastocyanin/enzyme co-factor, electron transport
(photosynthesis)

Iron Fe FeCl 0.02 mM Fe3+ Constituent of ferredoxin and cytochrome/enzyme co-factor for redox
reactions including nitrate reductase

Molybdenum Mo NapMoO; 5uMMo0s>~  Enzyme co-factor: nitrate reductase

Manganese Mn MnCly S5uM Mnt Constituent of photosystem II, maintenance of chloroplast membranes

Silicon Si NasSiO3 0.5mM Si032—  Cell wall component (diatoms)

Zinc Zn  ZnCly 5 M Zn2t Enzyme co-factor: carbonic anhydrase

Micronutrients — vitamins

Cyanocobalamin Bz 0.001 pM Enzyme co-factor/growth factor

Thiamin B 1uM Enzyme co-factor/growth factor

Biotin 0.001 pM Enzyme co-factor/growth factor
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Anexo 9.8 Propiedades de equilibrio de gases disueltos en agua marina y
dulce [80]

Equilibrium property Variable name T("C) Value Units
fresh water 35 ppt seawater
Dissolved CO; concentration in equilibrium with (COp) or C4* 5.0 22.43 18.75 mol L™
35 Pa gas phase CO, 15.0 15.95 13.46
25.0 11.90 10,18
35.0 9.27 8.06
Henry's law constant for CO; H(COy) 5.0 0.0154 0.0184 L atm mmol ~"
15.0 0.0217 0.0257
25.0 0.0290 0.0339
350 0.0373 0.0428
Dissolved Oy concentration in equilibrium with (02) 5.0 391.5 3108 pmol L~!
20.95 kPa gas phase O 15.0 298.3 240.8
25.0 236.0
Henry's law constant for Op H{(O7) 5.0 0.5280 0.6651 L atm mmol !
15.0 0.6930 0.8584
25.0 0.8759 1.0683
Dissociation constant for bicarbonate (HCO3™) pKa.1 5.0 6.52 6.11
15.0 6.42 6.05
25.0 6.35 6.00
35.0 6.31 5.97
Dissociation constant for carbonate [C(J)Z_) pKa2 5.0 10.55 9.34
15.0 10.43 0.5
25.0 10.33 9.10
350 10.25 8.95
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Anexo 9.9 Principales caracteristicas de Reactores analizados en estado del

arte
Superficie
Reactor Factores de
crecimiento Referencia
Tipo  Material Microorganismos Hidrodinamica '[I;e(z:r]nperatura pH Iluminacién Nutrientes Material
‘{gfd?ad_de flujo: Glucosa, Extracto de
RAB  Vidrio Mixto Velo::?dg:in;é 25 6.5 - levadura y Base - [46]
agitacién: 100 rpm mineral
Velocidad de flujo:
. 100 ml/min, Glucosa (5 mg/l) y
RAB  PVC Mixto Velocidad de } ) ) Base mineral [47]
agitacion: 150 rpm
Vaindox, Glucosa,
RAB  PVC Mixto Ve_loci_dlaq de 25 ) ) Peptona, Extracto de PVC 48]
agitacién: 40 rpm levadura y
Oligoelementos
Velocidad de 130, 180 :
RAB  PVC/PMMA Mixto agitacién: 80 rpm, Re 19,30 7 mol g}lt.mto’ Fosfatoy — pp [103]
=17,040, sm? tice
) Acetato de sodio
RAB  PC T. pantotropha, P.  Velocidad de 30 75 - enriquecido y PC [50]
Aeruginosa agitacién: 150 rpm
_ glucosa
. Velocidad de Extracto de levadura
P. Aeruginosa, K. agitacién: 100 rpm, (0.05 g), Peptona
CDC  Vidrio pneumoniae, S. Velocidad de flujo: 1 30 7,2 - Ko 8l rep SS [43]
. ml min -1, Tiempo de (0.03 g), Glucosa (0.3
pneumoniae : .
residencia: 6 h g) y Base mineral
) Velocidad de
D. acidovorans, A. agitacién: 100 rpm,
cDC  PE paucimobilis, M. Velocidad de flujo: 4 g 72 - Agua esterilizada  PVC [53]
mucogenicum, 2,5 ml min -1,
Methylobacterium sp.  Tiempo de
residencia: 140 min
Velocidad de
. . agitacion: 60 rpm, TSB, BD, MD+ 0.6%
CDC  Vidrio/PE |Mixto Velocidad de flujo: 30,37 - - extracto de levadura SS [104]
11 ml min -1
Zeiltoaccii?ﬁanq ger . Acetato de sodio,
RDR PVC Mixto Vgelocidad delf)]ujyo: 3. 21 - - Gl}lcosa y Trazas PVC [56]
41 min -1 minerales
Velocidad de 9.1- 170,290 Algodén;
RDR PVC Mixto L 14-24 o umol Medio Bristol Nylon; PP;  [55]
agitacion: 4.8 rpm 11.0 .
s'm? Poliéster
Velocidad de
. agitacion: 11 rpm, 6.7- umol
RDR PC/PVC C. Sorokiniana Velocidad de flujo: 30 7 250 p M8, Urea (33 mm.) | PVC [58]
101 min -1
Extracto de levadura
(0.3 g), Acetato de
amonio (0.5 g), Acido
FPBR  Vidrio ?h"d"ps"“domo“as : 37 gg 2942 malico (1g) y 5113:5 de 60]
p- ' Succinato de sodio (1
g + trazas de
minerales
FPBR Vidrio  Microalgas - 25 74 209980 peyy Anillos de 67}
lux plastico
FPBR - Mixto . 30 7 L990-8000" Glucosa : [63]
Fluio de entrada: 50 Agua residual
. ujo de entrada: . san .
HFPBR PVC Bacterias ml/min, Reciclo: 20 25 7 - sintética, nitrato de - by [66]
desnitrificantes 1/min sodio (1000 mg) y
metanol (1200 mg)
HFPBR PC Bacterias 30 ml/h - 7 - Agua desionizada PC [105]
sulforeductoras
HFPBR PMMA Mixto 157 ml/h - - - - PMMA [64]

PMMA: Polimetilmetacrilato, PVC: Polivinilo de cloruro, PC: Policarbonato, PE: Polietileno, Re: Numero de Reynolds, SS: Acero
Inoxidable, PA: Plastico Acrilico




Anexo 9.10 Analisis econémico

Equipos Costo ($CLP) Fuente
Sistema chiller $42,409 1
Bomba de flujo $53,550 2
Bomba de aire $14,990 3
Lampara led $142,129 4
Difusor de aire (x2) $11,990 5
Filtro de agua $89,990 6
Dispensador co2 (x3) $40,000 7
Costo total equipos $395,058
Equipos de medicidn
pH-metro $49 256 8
Termémetro $56,100 9
Costo total equipos de medicién $105,356
Materiales
placas PMMA $34,212 10
sellador hermético $34,000 11
Tuberias de silicona $7.500 12
Costos materiales $75,712

$576,126

Costo total
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https://es.aliexpress.com/item/4000829755902.html?spm=a2g0o.ppclist.product.38.33c7nLQVnLQV7Q&pdp_npi=2%40dis%21CLP%21CLP47.184%21CLP41.054%21%21%21%21%21%402103011116872024441401476e760c%2110000008678707866%21btf&_t=pvid%3A0211b70a-589e-4300-a83a-1eb8732e3cd8&afTraceInfo=4000829755902__pc__pcBridgePPC__xxxxxx__1687202444&gatewayAdapt=glo2esp
https://www.marazul.cl/producto/bomba-de-agua-periferica-12-hp-1x1/
https://www.aquamania.cl/bombas-de-aire/1495-bomba-de-aire-marina-75.html
https://es.aliexpress.com/item/1005003175070384.html?pdp_npi=2%40dis%21CLP%21CLP57.117%21CLP39.979%21%21%21%21%21%402103209b16875487476053754ea55f%2112000024500718294%21btf&_t=pvid%3Ae2f605a2-8ffa-4d5c-90a5-20d767a9f0fc&afTraceInfo=1005003175070384__pc__pcBridgePPC__xxxxxx__1687548747&spm=a2g0o.ppclist.product.mainProduct&gatewayAdapt=glo2esp
https://www.aquamania.cl/co2/639-difusor-de-co2-ista-3-en-1-mediano-4719856835518.html
https://www.aquamania.cl/inicio/774-filtro-externo-eheim-classic-150.html
https://www.aquamania.cl/co2/463-3-repuestos-de-co2-de-95-gr.html
https://www.veto.cl/ph-metro-l0015705/p
https://hannachile.com/hi98509-checktemp-1-digital-termometro
https://www.energlass.cl/planchas-acrilico/
https://articulo.mercadolibre.cl/MLC-1417077697-pegamento-para-acrilico-200ml-adhesivo-transp-plexiglas-_JM?searchVariation=179594954553#searchVariation=179594954553&position=5&search_layout=stack&type=item&tracking_id=27d461fe-0b7e-42fd-81c4-bfff3ba3db4a
https://www.reachem.cl/producto/manguera-de-silicona-10-x-18mm/

Anexo 9.11 Planos del biorreactor
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Anexo 9.12 Vista Isométrica del Biorreactor
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Anexo 9.13 Diagrama del biorreactor

W

Suministro

Suministro
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