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RESUMEN

Esta tesis se centra en el desarrollo de nuevos microsensores disefiados
especificamente para la monitorizacion de biopeliculas y en su aplicacion para el

estudio y caracterizacion de biopeliculas de diferente origen (heterétrofas y autétrofas).

Utilizando tecnologia de sistemas micro-electromecanicos se ha disefiado, fabricado
y validado un microsensor amperometrico para la deteccion del oxigeno disuelto (OD),
que mejora las prestaciones de los microsensores disponibles. El disefio multi-electrodo
de este dispositivo permite obtener informacion simultanea de la concentracion de OD
en 8 puntos diferentes a lo largo de una biopeliculas, con una excelente sensibilidad
para la deteccion del OD y una elevada resolucion espacial (<50 pm). La elevada
robustez que presenta este tipo de dispositivos ha sido aprovechada para monitorizar
biofiltros percoladores, obteniendo informacion a tiempo real de la concentracion de

OD en el interior de las biopeliculas.

La monitorizacién de las biopeliculas heterétrofas ha servido para cuantificar en su
interior las velocidades de transporte de materia. Estos resultados han sido utilizados
para incrementar el conocimiento sobre los mecanismos que intervienen en estos
procesos Yy para establecer la relacion entre estos mecanismos, las condiciones
hidrodinamicas del sistema y la estructura de la biopelicula. La informacion obtenida en
estos estudios ha demostrado la importancia de incluir la heterogeneidad de las
biopeliculas en la descripcion del transporte de materia, y ha sido utilizada para
desarrollar dos correlaciones para la estimacién de las velocidades de transporte de

materia en el interior de las biopeliculas estudiadas.

La monitorizacién de biopeliculas también se ha utilizado para desarrollar modelos
cinéticos especificos para sustituir los modelos desarrollados en cultivos en suspension,
utilizados tradicionalmente para describir la actividad de biopeliculas. A partir de la
adquisicion de perfiles de OD, H,S y pH en el interior de biopeliculas ha sido posible
calibrar modelos cinéticos que describen con precision la actividad de microorganismos

en el interior de biopeliculas heterétrofas y sulfuroxidantes.

Las medidas obtenidas con microsensores demostraron ser una excelente herramienta

para validar los modelos de biofiltracion y predecir con mayor precision su



comportamiento a partir de la caracterizacion del transporte de materia y la biocinética.
Los resultados obtenidos en la simulacion demostraron que la utilizacion de medidas
directas en el interior de biopeliculas, como elementos centrales del proceso

biotecnologico, aumenta la rigurosidad de los modelos de biofiltracion.

La metodologia desarrollada permitio disefiar un nuevo microsensor MEMS, basado
en el de OD, que incorporo en un solo dispositivo la medida de OD y pH. El disefio y la
fabricacion del primer prototipo se modificaron para incluir una segunda matriz de
electrodos para la deteccién potenciométrica del pH y para incorporar mejoras
tecnoldgicas. La reduccion de las dimensiones del microsensor y la proteccion de los
electrodos hizo menos invasiva su medida y aumento la estabilidad de su respuesta.
Estas mejoras sitian el microsensor como una herramienta de gran potencial, alternativa
a los sistemas de monitorizacion convencionales, que permite obtener informacion
simultanea espacial y temporal de la concentracion de OD y pH en el interior de

biopeliculas con bajo grosor.
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ABSTRACT

This thesis is focused on the development of microsensors specially designed for
biofilms monitoring and on the application of these devices to study and characterize

different biofilms.

Using micro-electromechanical systems (MEMS) technology, an amperometric
microsensor for DO monitoring, which improves the performance of the available
microsensors, has been designed, constructed and validated. The multi-electrode design
of these device, allows to obtain simultaneous information about dissolved oxygen
(DO) concentration at 8 different depths through a biofilm, with an excellent DO
sensitivity and a high spatial resolution (<50 um). The high robustness exhibited by the
microsensor has been exploited for the monitoring of biotrickling filters, obtaining

instantaneous information of DO concentration inside biofilms.

Heterotrophic biofilms monitoring has served to quantify mass transport rates within
biofilms. These results have been used to increase the knowledge of mechanisms
involved in these processes and to establish the relationship between mass transport
mechanisms, hydrodynamic conditions and biofilm structure. The information obtained
in these studies highlighted how important is to include biofilms heterogeneity in mass
transport description, and has been used in the development of two correlations for the

estimation of mass transport rate within biofilms.

Biofilms monitoring has been also used in the development of specific kinetic
models to replace those developed in suspension cultures, used conventionally to
describe biofilms activity. From DO, H,S and pH recorded profiles was possible to
calibrate kinetic models, which accurately described the activity of heterotrophic and

sulfuroxidizing biofilms.

Microsensors measurements proved to be an excellent tool to validate biofiltration
models and to more accurately predict their behaviour from the characterization of mass
transport and biokinetic. Results obtained during the simulations revealed that using
microsensors measurements within biofilms, as central elements of bioprocess, increase

the thoroughness and the ability to accurately predict the behavior of biofilms.

vii



The developed methodology allowed to design a novel MEMS microsensor, based
on DO microsensor, integrating into a single device DO and pH measurement. The
design and construction of the firts prototype was modified to include a second
microelectrodes array to potentiometric pH detection, and some technological
improvements. The reduction of microsensors dimensions and the protection of
microelectrodes reduced biofilm perturbations during needle insertion and increased
sensor response stability. These improvements place the microsensor as a powerful tool,
and as an alternative to conventional monitoring systems, allowing obtaining

simultaneous spatial and temporal information within low thickness biofilms.
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Disefio, caracterizacion y aplicacion de microelectrodos para el estudio de biopeliculas sulfuroxidantes

1. ANTECEDENTES, MOTIVACION Y PRESENTACION

1.1. ANTECEDENTES

El tratamiento bioldgico de contaminantes gaseosos, convencionalmente en biofiltros
y biofiltros percoladores, es una tecnologia estudiada para un amplio espectro de
contaminantes (Delhoménie y Heitz 2005; Cohen 2001; Devinny y Ramesh 2005), tanto
a escala laboratorio (Dorado et al. 2012; Lopez et al. 2015) como a escala industrial
(Gabriel y Deshusses 2003; Prado et al. 2009; Rodriguez et al. 2014; Santos et al. 2014).
La implementacidn final (a escala industrial) de estos equipos ha sido posible a partir de
la monitorizacién y el conocimiento adquirido de la fase gas y la fase liquida (Dorado
et al. 2009; Kim y Deshusses 2008; Rodriguez et al. 2012), asi como de la recopilacién
de informacion cinética de los microorganismos (Brouwer, Klapwijk y Keesman 1998;
Munz etal. 2009; Bonilla-Blancas et al. 2015; Mora et al. 2016). Sin embargo, las
reducidas dimensiones que presentan las biopeliculas (desde centenares de micras hasta
pocos milimetros) han impedido obtener informacion sobre los procesos que ocurren en

su interior.

En las Gltimas 2 décadas se han desarrollado diferentes herramientas para medir y
obtener informacion en el interior de las biopeliculas (Denkhaus etal. 2007). Los
microsensores han destacado sobre el resto de técnicas de monitorizacion aportando
informacién cuantitativa sobre el funcionamiento de las biopeliculas (Lee, Lim, et al.
2007; Revsbech y Jorgensen 1986; Wang y Wolfbeis 2014). Los microsensores han sido
utilizados para monitorizar diferentes especies en el interior de las biopeliculas
(Santegoeds, Schramm y De Beer 1998; Lee etal. 2011). Los resultados de
monitorizacidén han permitido obtener informacién cualitativa de la estructura (Melo y
Frias 2004; Okabe et al. 1999; Zhu et al. 2001) y el funcionamiento (Schramm et al.
1996; Schwermer et al. 2008) de las biopeliculas. Al mismo tiempo, la monitorizacion
de las biopeliculas ha permitido obtener informacion cuantitativa de los fendmenos de
transporte de materia (Beyenal y Lewandowski 2002; Fu, Zhang y Bishop 1994; Ning
etal. 2012) y de la actividad microbiana en el interior de la biopelicula (Yurt etal.
2003; Zhou et al. 2012).

La complejidad de los procedimientos experimentales necesarios para el estudio del
proceso de biodegradacion utilizando microsensores (Fu, Zhang y Bishop 1994; Chiu

et al. 2006) junto con la necesidad de utilizar sistemas para posicionar los microsensores
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Capitulo 1. Antecedentes, motivacion y presentacion

con una elevada resolucion espacial (de la Rosa y Yu 2006) ha impedido estudiar en
profundidad la relacion entre el proceso de tratamiento bioldgico (transporte de materia
y biocinética) y los factores que lo controlan (caracteristicas microbianas y condiciones

hidrodinamicas de los sistemas en los que crecen).

Las limitaciones que presenta el estudio de biopeliculas utilizando microsensores
estan siendo abordadas utilizando la tecnologia de sistemas micro-electromecénicos
(MEMS) para desarrollar nuevos microsensores. La utilizacion de técnicas de
microfabricacion (Gabriel et al. 2007) permite disefiar y fabricar dispositivos con una
amplia gama de geometrias y disposiciones (Bonilla et al. 2011; Guimera et al. 2013;
Liu et al. 2009; del Campo et al. 2007) que pueden ser utilizados para simplificar el
estudio de estos sistemas y para aumentar la informacion que puede obtenerse en estos

estudios.

1.2. MOTIVACION

La tesis que se presenta en este documento se ha realizado dentro del grupo de
investigacion en el Tratamiento Bioldgico de Contaminantes Gaseosos y Olores
(TRAGASOL), en el Departament d’Enginyeria Minera, Industrial i TIC de la UPC
(Campus Manresa). Los investigadores de este grupo han adquirido un elevado
conocimiento sobre las tecnologias de biofiltraciébn de contaminantes gaseosos de
diferente origen, especializandose en la modelizacion de estos sistemas para optimizar
la operacion de los bioreactores. Sin embargo, estos modelos, que tradicionalmente
también describen el comportamiento de las biopeliculas, no han podido ser validados a
partir de medidas en su interior, limitando el conocimiento adquirido sobre estos
procesos. Por este motivo, esta tesis se centra en el desarrollo de nuevos microsensores
como herramientas para avanzar en la monitorizacion de las biopeliculas. El objetivo es
utilizar los resultados de monitorizacion para desarrollar modelos rigurosos y precisos
gue permitan avanzar en la prediccion del comportamiento de los bioreactores en
diferentes escenarios de operacion, ademas de ser una herramienta de extrema utilidad
para el disefio, la optimizacion y el control de los equipos. Esta tesis se centra
especificamente en el desarrollo de microsensores, basados en tecnologia MEMS, y su
utilizacion para la caracterizacion de los procesos que tienen lugar en el interior de las

biopeliculas. EI objetivo final es incorporar al conocimiento general del grupo, la
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informacion sobre los fendmenos biocinéticos y de transporte de materia adquirida
utilizando estos dispositivos.

Esta tesis se ha realizado en el marco del proyecto de investigacion “Monitorizacion,
modelizacion y control para la optimizacion de biofiltros percoladores de desulfuracion
anoxicos y aerobios” (MICROBIOFIN), en colaboracion con miembros del grupo de
investigacion en el Tratamiento Bioldgico de Efluentes liquidos y gaseosos
(GENOCOQV) de Departament d’Enginyeria Quimica de la UAB, y del grupo de
investigacion en Aplicaciones Biomedicas (GAB) del Instituto de Microelectronica de
Barcelona del CNM.

1.3. PRESENTACION

En el primer capitulo de la tesis se presentan los antecedentes y la motivacion de la
investigacion en la que se centra. A continuacién, en una introduccién general (capitulo
2), se describen los sistemas para el tratamiento bioldgico de gases, el funcionamiento
de estos equipos y de las biopeliculas, y la utilizacion de microsensores para su estudio.
Justo después de la introduccidn, en el capitulo 3, se definen los objetivos generales y

especificos en los que se centra la investigacion.

En el capitulo 4 se recopilan todos los materiales y métodos utilizados en la etapa
experimental de la tesis. En este capitulo se describen con detalle los sistema
experimentales utilizados para el cultivo de los microorganismos (en suspension e
inmovilizados), las diferentes técnicas analiticas utilizadas para monitorizar las
principales variables de operacion en estos sistemas y los procesos de microfabricacion

utilizados en la construccién de los microsensores.

En los capitulos 5, 6, 7, 8 y 9 se presentan los resultados obtenidos a lo largo de toda
la tesis. En el capitulo 5 se muestran los resultados obtenidos en el desarrollo de un
nuevo microsensor (basado en tecnologia MEMS) disefiado especificamente para la
monitorizacion del OD en el interior de biopeliculas. Este microsensor se utiliza en los
siguientes capitulos para estudiar y caracterizar biopeliculas heterotrofas y
sulfuroxidantes. En el capitulo 6 se desarrollan diferentes metodologias (basadas en el
uso de microsensores) para caracterizar el transporte de materia externo e interno y la
biocinética a partir de perfiles de OD adquiridos en el interior de la biopelicula. Estas

metodologias se utilizan en el capitulo 7 para profundizar en la relacion entre los
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mecanismos de transporte de materia y 2 pardmetros clave como la densidad de la
biopelicula y las condiciones hidrodinamicas del sistema. En el capitulo 8 se utilizan los
microsensores para caracterizar especificamente la biocinética de una biopelicula
sulfuroxidante. En este capitulo también se evalGa el funcionamiento del microsensor
desarrollado en el capitulo 5 para monitorizar una biopelicula sulfuroxidante cultivada
en el interior de un biofiltro percolador. En el capitulo 9 se presentan las modificaciones
realizadas sobre el microsensor MEMS de OD para monitorizar simultaneamente el OD
y el pH, y para solventar las limitaciones detectadas durante el desarrollo del primer

prototipo.

En el capitulo 10 se resumen las conclusiones extraidas de los resultados presentados
en los capitulos anteriores, y se exponen las recomendaciones sobre la direccion que
deberia seguir la linea de investigacion presentada en este trabajo. Finalmente en el
capitulo 11 y el capitulo 12 se muestran las abreviaturas utilizadas y las referencias

citadas a lo largo de todo el documento.
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2. INTRODUCCION GENERAL

2.1. TRATAMIENTO BIOLOGICO DE CONTAMINANTES GASEOSOS

Durante las ultimas décadas, la creciente emision a la atmosfera de diferentes
contaminantes gaseosos se ha convertido en un grave problema ambiental, debido a los
efectos adversos que genera en la salud y bienestar de los seres vivos. Una amplia gama
de productos téxicos y fuentes de contaminacion atmosférica han sido identificadas por
diferentes autores (Delhoménie y Heitz 2005; Devinny, Deshusses y Webster 1999;
Iranpour etal. 2005). Las fuentes de contaminacion de la atmdsfera se clasifican
generalmente en emisiones de origen natural o de origen antropogénico, mientras que
los contaminantes se organizan en particulas sélidas y contaminantes gaseosos. La
emisién de este tipo de contaminacion tiene lugar principalmente en fuentes
estacionarias, y estdn provocadas por actividades industriales y otras actividades
antropogénicas (tratamiento de aguas residuales, vertederos y centrales para la
produccién de energia). En la mayoria de los casos los contaminantes emitidos
consisten en una mezcla de particulas en suspension, gases de combustion (COy, SOy y
NOy), compuestos reducidos de azufre y nitrégeno (principalmente H,S y NH3) y
compuestos orgénicos volatiles (COVSs).

Los efectos dafiinos de la contaminacion atmosférica sobre la salud humana y el
medio ambiente han sido estudiados exhaustivamente por la organizacion mundial de la
salud (OMS) («Calidad del aire (exterior) y salud» 2014). La OMS alerta de los efectos
a corto y largo plazo que la contaminacidn atmosférica puede ejercer sobre la salud de
las personas. En este sentido, advierte que la exposicion a ciertos compuestos toxicos
puede incrementar el riesgo a sufrir enfermedades respiratorias, cancer de pulmon y
enfermedades cardiovasculares. La contaminacidn atmosférica también contribuye a la
degradacion del medio ambiente. La emision de gases de combustion y determinados
COVs esté acentuando el efecto invernadero (Lopez et al. 2013; Kim, Lee y Cho 2013).
Del mismo modo, la emision de ciertos tipos de COVs (compuestos
clorofluorocarbonos) es el responsable de la degradacion de la capa de ozono
atmosfeérica, asi como junto los NOy de la formacion del smog fotoquimico (De Beer
etal. 1997; Zhang et al. 2014). Por ultimo, la combinacion en la atmosfera de ciertos
compuestos (SOx, NOy, H,S) con agua, oxigeno y otras especies puede dar lugar a la

formacion y la precipitacion de contaminantes de carécter &cido, fendmeno conocido
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como lluvia acida (Rodriguez et al. 2014; Lopez et al. 2015). Como consecuencia, el

control de este tipo de contaminacién es un requisito médico y medioambiental.

Tradicionalmente, las emisiones contaminantes en fuentes estacionarias se han
tratado utilizando tecnologias fisicoquimicas (Delhoménie y Heitz 2005). A pesar del
elevado rendimiento que ofrecen, estas tecnologias presentan algunos inconvenientes
que previenen de su utilizacién. La mayoria de las tecnologias convencionales presentan
una elevada demanda energética, la utilizacién de elevadas cantidades de materias
primeras, asi como la generacion de subproductos peligrosos (Gabriel, Cox y Deshusses
2004). Por este motivo, las biotecnologias han sido estudiadas como alternativa para el

tratamiento de corrientes gaseosas contaminadas.

Las tecnologias de biofiltracion han demostrado ser una alternativa efectiva y fiable
para el tratamiento de bajas concentraciones (inferior a 5 g-m™®) de contaminantes
biodegradables y solubles , (Devinny, Deshusses y Webster 1999), y en caudales
elevados, hasta 5-10° m®h™ (Guieysse etal. 2008). La principal ventaja de estas
tecnologias es que los contaminantes son degradados a productos inofensivos (Cox y
Deshusses 1998). Ademas, este tipo de tecnologias presentan unos costes de inversion y
operacion bajos que permite abaratar el proceso de tratamiento (Estrada et al. 2011; van
Groenestijn y Lake 1999). Sin embargo, el escaso conocimiento de los fendmenos que
tienen lugar en el interior de estos sistemas indica que el potencial de estas tecnologias

todavia esté en vias de ser aprovechado (Zhou et al. 2008; Renslow et al. 2010).
2.1.1. Reactores bioldgicos

Las tecnologias de biofiltracion se basan en el aprovechamiento de la actividad
metabolica de microorganismos especificos para la biodegradacion de los
contaminantes (Cohen 2001). La capacidad de los microorganismos para degradar
contaminantes gaseosos ha sido explotada utilizando diferentes configuraciones (tales
como biofiltros, biofiltros convencionales, biolavadores o bioreactores de membrana)
disefiados en funcion de las caracteristicas de los efluentes y los contaminantes a tratar
(Delhoménie y Heitz 2005; Kennes y Thalasso 1998). Sin embargo, los reactores méas
utilizados para el tratamiento de efluentes gaseosos son los biofiltros convencionales y

los biofiltros percoladores (Iranpour et al. 2005).
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Un biofiltro convencional (Figura 2.1) consiste en un reactor relleno con un material
orgénico, que sirve de soporte y de fuente de nutrientes para el crecimiento de los
microorganismos encargados de la biodegradacion de los contaminantes. El corriente de
aire a tratar se hace circular a través del lecho, forzando el contacto entre los
contaminantes y los microorganismos. De este modo, los microorganismos degradan los
contaminantes utilizandolos como fuente de energia para su crecimiento. La actividad
metabolica de los microorganismos requiere la presencia de agua. Las condiciones de
humedad Optimas del lecho se aseguran haciendo pasar el corriente de aire a través de
una columna de humidificacibn o regando el reactor periédicamente. El riego
discontinuo puede aprovecharse para suministrar nutrientes si el material de relleno

presenta déficit de ellos.

Gas tratado

1

RN

1 Riego con agua
(y nutrientes)

Gas - |
contaminado

|:> Purga de
lixiviados

Figura 2.1. Esquema de un biofiltro convencional para el tratamiento de corrientes gaseosas contaminadas.

Los biofiltros convencionales estan especialmente indicados para el tratamiento de
compuestos poco solubles (constantes de Henry superiores a 1) (Kennes, Rene y Veiga
2009) debido a la ausencia de una fase liquida en continuo. Sin embargo, esta
caracteristica genera problemas cuando la degradacion de los contaminantes modifica
notablemente el pH o cuando la acumulacion de subproductos puede afectar el proceso

bioldgico.

La otra configuracion utilizada mayoritariamente para el tratamiento de corrientes de
aire contaminadas es el biofiltro percolador (Figura 2.2). En este tipo de reactores el gas
contaminado también es tratado haciéndolo pasar a través de un lecho colonizado por
los microorganismos encargados de la degradacion de los contaminantes. Las

principales diferencias que los biofiltros percoladores presentan respecto a los biofiltros
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convencionales son la utilizacion de un material de relleno generalmente sintético
(principalmente materiales ceramicos y plasticos) y la recirculacion continua de una
fase liquida sobre el relleno. El riego continuo permite mantener la humedad en el lecho
sin necesidad de elementos adicionales, asi como la eliminacion de posibles

subproductos perjudiciales para la actividad metabdlica de los microorganismos.

Gas tratado

contammado -
Aporte de Bomba de
nutrientes recirculacién

Purga de
lixiviados

Figura 2.2. Esquema de un biofiltro percolador para el tratamiento de corrientes gaseosas contaminadas.

Los biofiltros percoladores estan especialmente indicados para el tratamiento de
contaminantes solubles, ya que la absorcion del contaminante tiene lugar casi
instantdneamente (Kennes, Rene y Veiga 2009). La complejidad en el disefio, la
fabricacion y la operacidn de este tipo de reactores es mayor, pero permiten tratar cargas
de contaminantes mas elevadas evitando problemas de inhibicion por la acumulacion de
subproductos (Cox y Deshusses 1998). El principal inconveniente de este tipo de
reactores es la posible colmatacion del lecho provocada por la un crecimiento excesivo
de los microorganismos (Dorado et al. 2012; Juhler et al. 2009) o por la acumulacion de

subproductos (Fortuny et al. 2010; Rodriguez et al. 2014).
2.1.2. Degradacion de los contaminantes

La degradacién de los contaminantes en estos reactores es un proceso complejo que
incluye diversos fendmenos fisicos, quimicos y bioldgicos (Devinny y Ramesh 2005).
Las corrientes contaminadas se hacen pasar a traves del lecho del reactor, poniendo en

contacto los contaminantes y la pelicula bioldgicamente activa, denominada biopelicula.
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En esta etapa los contaminantes son transferidos hasta la biopelicula. Este proceso de
absorcion es ligeramente diferente en los dos bioreactores (Devinny y Ramesh 2005).
Mientras que en los biofiltros convencionales el contaminante se transfiere directamente
desde la fase gas hasta la biopelicula, en los biofiltros percoladores la absorcion de los
contaminantes debe vencer una resistencia adicional provocada por la fase liquida que
circula sobre la biopelicula. Una vez absorbidos, los contaminantes difunden a través de
la biopelicula, donde son aprovechados como fuente de energia por los
microorganismos. Los productos metabdlicos de la biodegradacion de los
contaminantes son principalmente agua, dioxido de carbono, sales minerales y nuevos

microorganismos.

El proceso de degradacion ha sido estudiado a partir del andlisis de los mecanismos
fisicoquimicos implicados en el proceso (Dorado et al. 2009; Kim y Deshusses 2008).
Sin embargo, la reducida informacion disponible sobre los procesos que tienen lugar en
el interior de las biopeliculas indica que la optimizacion de estas tecnologias debe

abordarse desde el estudio de su funcionamiento (Ohl, Horn y Hempel 2004).

2.2. BIOPELICULAS

Muchos sistemas bioldgicos estan formados por microorganismos que crecen
inmovilizados sobre una superficie, formando una biopelicula. Los efectos de las
biopeliculas en estos sistemas varian de beneficiosos a indeseables, en funcion del lugar
donde crecen, de los procesos que tienen lugar en su interior y de las comunidades
microbianas que los estructuran (Lewandowski y Beyenal 2007). Un ejemplo de
biopeliculas que pueden aportar beneficios son las que crecen en los sistemas de
biofiltracién. Por otro lado, un ejemplo de biopeliculas indeseables son aquellas que
crecen en el interior de intercambiadores de calor (incrementando la resistencia a la
transferencia de calor) y las que se forman sobre las prétesis implantadas (que causan

graves enfermedades).

Esta tesis se centra en la investigacion del funcionamiento de las biopeliculas dentro
de los sistemas de biofiltracion. El aprovechamiento de las biopeliculas en estos
sistemas se basa en el analisis de la funcidon que tienen los diferentes elementos que
conforman la biopelicula (Schramm et al. 1996; Schwermer et al. 2008; Santegoeds
etal. 1998) y de los procesos que tienen lugar en su interior (Horn y Hempel 1997,
Hille et al. 2009; Ning et al. 2012; Yurt et al. 2003; Zhou et al. 2012). Los aspectos mas

13
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importantes sobre el funcionamiento de las biopeliculas se presentan en los siguientes

apartados.
2.2.1. Sistemas de biopelicula

El termino biopelicula hace referencia a una colonia de microorganismos que crecen
envueltos en una matriz de biopolimeros y adheridos sobre una superficie (De Beer
etal. 1994). El estudio del funcionamiento de las biopeliculas en sistemas para el
tratamiento de contaminantes debe incluir todos los elementos que afectan su velocidad
de formacion, su estructura y su actividad (Horn y Lackner 2014). El conjunto de la
biopelicula y estos elementos se define como un sistema de biopelicula. Los sistemas de
biopeliculas (Figura 2.3) estan formados principalmente por 4 secciones: la superficie
donde los microorganismos se adhieren (generalmente conocida como sustrato), la
colonia de microorganismos o biopelicula, la solucion de nutrientes (fase liquida) y el
corriente de gas contaminado (fase gas).

—
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| | )
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Figura 2.3. Diagrama de los elementos (compartimentos y componentes) y los procesos que conforman un sistema
de biopelicula. Adaptada de Devinny y Ramesh (2005).

El estudio de los sistemas de biopelicula requiere la identificacion de los
componentes que conforman las diferentes secciones. EI nimero de componentes
utilizados para la descripcion de cada seccion puede variar en funcion del proceso
estudiado y del nivel de detalle utilizado en el estudio (Lewandowski y Beyenal 2007).
Los sistemas de biopeliculas se describen generalmente considerando que la fase gas y
la fase liquida estdn formadas por un solo componente (gas y liquido respectivamente)

(Devinny y Ramesh 2005), que en la biopelicula se encuentran microorganismos,
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sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y agua (Hinson y Kocher 1996), y que el
sustrato estd formado por un material inerte (sin considerar adsorcion de contaminantes)
(Dorado etal. 2008; Kim y Deshusses 2003). La descripcion de los sistemas de
biopeliculas se completa incluyendo las especies presentes en las diferentes secciones y

los procesos que participan en las interacciones entre ellas.

Los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que influencian la actividad de la
biopelicula (crecimiento de los microorganismos) son: el flujo de nutrientes y
contaminantes a lo largo de las fases gas y liquido, la transferencia de materia de éstos
entre las diferentes fases y su transporte de materia en el interior de cada fase, la
degradacion de estas especies en el interior de la biopelicula (y la consecuente
generacion de productos) y la adsorcién de los contaminantes sobre la superficie sobre
la que crece la biopelicula (sustrato). La relacion dentro de los sistemas de biopelicula
de cada uno de estos procesos se detalla en la Figura 2.3. El estudio de las biopeliculas
se centra en los procesos que limitan la actividad y crecimiento de los microorganismos
(Zhang y Bishop 1995; Horn y Hempel 1995; Wasche, Horn y Hempel 2002). Estos
procesos son principalmente el transporte de materia entre las diferentes secciones y la

actividad de los microorganismos.
2.2.2. Formacion y crecimiento de las biopeliculas

La formacién de una biopelicula se divide en diferentes etapas (Lewandowski y
Beyenal 2007) (Figura 2.4). La etapa inicial es la adsorcién de microorganismos
individuales transportados en la fase liquida que circula sobre la superficie (sustrato)
(Figura 2.4a). Después de la adhesion de las primeras bacterias, estas inician la
produccidn de una sustancia biopolimérica extracelular (EPS) (Casey, Glennon y Hamer
2000), formada principalmente por polisacaridos y proteinas (Chiu et al. 2006; Devinny
y Ramesh 2005). El caracter adhesivo las EPS facilita la adhesion de nuevos
microorganismos (Figura 2.4b) y promueve la formacion de una biopelicula madura
(Figura 2.4c) (Wang, Liu y Tay 2005). Ademas, las EPS envuelven a los
microorganismos formando una matriz protectora (Wang, Liu y Tay 2005; Denkhaus
et al. 2007).
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Formacion de la biopelicula

Adhesioén Colonizacion Crecimiento

(a) R (b)
| PSSPNISSIN| o= oofaen

|| Fase liquida | | EPS | Bacterias

Figura 2.4. Etapas en las que se divide la formacién de una biopelicula sobre una superficie (sustrato). Adaptada de
Lewandowski y Beyenal (2007).

Las caracteristicas de las biopeliculas formadas pueden variarse controlando los
factores que afectan las tres etapas de formacion (Wasche, Horn y Hempel 2002; Xu
et al. 2012). En este sentido, la etapa de adhesion esta controlada principalmente por las
propiedades de la superficie y la velocidad de transporte de los microorganismos hasta
la superficie (Yang etal. 2004). La segunda y la tercera etapa (colonizaciéon y
crecimiento) estdn afectadas principalmente por el transporte de materia de los
nutrientes, por la velocidad de crecimiento de los microorganismos y en menor medida
por las propiedades de la superficie (Tan y Ng 2008; Guo et al. 2009). La probabilidad
de que la adhesion sea duradera se define como eficiencia de adherencia. Este parametro
depende de diferentes factores, incluyendo las propiedades de la superficie, el estado
fisiolégico de los microorganismos y las condiciones hidrodindamicas en las

proximidades de la biopelicula (Lewandowski y Beyenal 2007).
2.2.3. Estructura de las biopeliculas

Los modelos convencionales describen la estructura de las biopeliculas como una
matriz de EPS con los microorganismos distribuidos uniformemente en su interior
(Figura 2.5) (Zhu etal. 2001; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 1999). Estos
modelos todavia son utilizados en la modelizacion de algunos sistemas de biopeliculas
(Zhang y Bishop 1994b; Hinson y Kocher 1996; Horn y Morgenroth 2006). Sin
embargo, en muchas ocasiones los resultados obtenidos utilizando herramientas de
monitorizacién de elevada resolucién espacial, tales como microscopios confocales o

microsensores, no pueden ser interpretados utilizando el modelo de la Figura 2.5.
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Fase liquida

I:l Fase liquida I:l EPS I:I Bacterias

Figura 2.5. Modelo convencional de la estructura de la biopelicula que asume una distribucion uniforme y aleatoria
de los microorganismos en una matriz continua de EPS. Adaptada de Lewandowski y Beyenal (2007).

Los resultados obtenidos inyectando microparticulas fluorescentes en un reactor de
biopelicula y analizando su sedimentacion con un microscopio confocal (Drury, Stewart
y Characklis 1993), revelaron las primeras incoherencias del modelo convencional. El
andlisis del destino de las particulas revelé que la mayoria de ellas habian sedimentado
en el fondo de las biopeliculas en lugar de en su superficie (como se esperaria si las
biopeliculas presentaran una estructura similar a la de la Figura 2.5). Estos resultados
fueron interpretados considerando que las biopeliculas presentaban poros y huecos en su
estructura, a través de los cuales las particulas penetraron hasta la zona mas profunda.
La interpretacion de los perfiles de concentracién de nutrientes (principalmente
oxigeno) adquiridos en el interior de las biopeliculas utilizando microsensores (De Beer
etal. 1994; Bishop, Zhang y Fu 1995; De la Rosa y Yu 2005), también mostr6
contradicciones con los modelos convencionales. Una estructura homogénea implica un
perfil constante a lo largo de una biopelicula. Sin embargo, los resultados de
monitorizacién de las biopeliculas revelaron una distribucién heterogénea de las
especies a lo largo de la biopelicula (De la Rosa y Yu 2005). La medida de la velocidad
de circulacion del liquido utilizando imégenes de resonancia magnética en sistemas de
biopeliculas (De Beer, Stoodley y Lewandowski 1994; Stoodley, Lewandowski y de
Beer 1994), también revelé un comportamiento distinto al esperado. Siguiendo el
modelo presentado en la Figura 2.5 la velocidad del liquido deberia disminuir hasta la
superficie de la biopelicula donde deberia alcanzar un valor de cero. Sin embargo, la

distribucion de velocidad de circulacién demostrd que la velocidad no era nula hasta
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llegar al sustrato. Este comportamiento revela la existencia de canales por los que se
desplaza el liquido a través de la biopelicula, confirmando la heterogeneidad de su

estructura.

Todos estos fendmenos, imposibles de interpretar utilizando los modelos
homogéneos, demuestran la necesidad de utilizar un modelo que describa la estructura
heterogénea de las biopeliculas. Los modelos utilizados para describir la estructura de
las biopeliculas considerando su heterogeneidad (Figura 2.6), las definen como colonias
de bacterias en el interior de una matriz de EPS, separadas por huecos y poros, y con
filamentos que se extienden mas alla de la matriz (Rasmussen y Lewandowski 1998; De
Beer, Stoodley y Lewandowski 1994). La presencia de huecos y poros forma una red de
canales interconectados que facilita la circulacion del agua intersticial en su interior
(Beyenal y Lewandowski 2004; Stewart 2003; Okabe et al. 2002).

Fase liquida
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Figura 2.6. Modelo utilizado para describir la estructura heterogénea de las biopeliculas. Adaptada de Beyenal y
Lewandowski (2002).

La disponibilidad de un modelo adecuado para describir la estructura de las
biopeliculas es crucial en el estudio de los sistemas de biofiltraciéon, ya que dicha
estructura afecta la velocidad con la que los nutrientes se transportan hasta las zonas
mas profundas de la biopelicula y, por lo tanto, a la actividad de los microorganismos
(Bishop, Zhang y Fu 1995). La estructura de la biopelicula también determina los
mecanismos Yy las velocidades de transporte de materia (De Beer et al. 1994). Teniendo
esto en cuenta, la estructura de las biopeliculas debe ser estudiada para incrementar el

conocimiento sobre los factores ambientales que influencian su formacion (Xu et al.
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2012) (principalmente las condiciones hidrodinamicas y la composicion quimica del
sistema) y la relacién que mantiene con los procesos que tienen lugar en su interior (Fan
et al. 1990).

2.2.4. Actividad en las biopeliculas

La actividad de las biopeliculas se define como la velocidad de utilizacion de los
nutrientes por unidad de biopelicula (expresada en unidades de superficie, unidades de
volumen o unidades de masa) (Lewandowski y Beyenal 2007). La actividad de las
biopeliculas se evalla convencionalmente a partir del analisis de la concentracion de
nutrientes limitantes para el crecimiento de los microorganismos (Mirpuri, Jones y
Bryers 1997; Zhou etal. 2009) o de la concentracion de productos (Beyenal y
Lewandowski 2004; Revsbech 2005).

El concepto de actividad de la biopelicula es especialmente importante en el estudio
de los sistemas de biofiltracion, ya que esta relacionada con la velocidad de consumo de
los contaminantes. En los biofiltros la actividad es evaluada a partir de la velocidad de
consumo de los contaminantes o, en caso de no ser posible, la velocidad de consumo del
aceptor de electrones en la respiracion de los microorganismos que forman la
biopelicula (Lewandowski y Beyenal 2007). La actividad en estos reactores se estudia y
caracteriza utilizando modelos biocinéticos. Los aspectos mas importantes de los
modelos utilizados para describir la actividad de las biopeliculas se presentan a

continuacion.
2.2.4.1. Cinética del crecimiento bacteriano

La cinética de crecimiento bacteriano establece la relacion entre la velocidad
especifica de crecimiento de los microorganismos y la concentracion de nutrientes (Yurt
et al. 2003). El crecimiento de los microorganismos de forma inmovilizada se describe a
partir de los modelos utilizados convencionalmente para estudiar la actividad en
cultivos en suspension (Yurt, Sears y Lewandowski 2002) (Tabla 2.1). La correcta
descripcion cinética de los microorganismos que crecen en la biopelicula requiere la

utilizacion de parametros biocinéticos especificos (Zhou et al. 2012).

La ecuacion de Monod (Ecuacion 2.1) es el modelo cinético utilizado
tradicionalmente para describir la cinética de las biopeliculas (Zhou et al. 2009). Sin

embargo, existen otros modelos cinéticos que pueden ser utilizados para correlacionar la
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velocidad especifica de crecimiento y la concentracion de nutrientes (Yurt, Sears y
Lewandowski 2002). Los principales modelos biocinéticos son la ecuacion de Tessier
(Ecuacion 2.2), la ecuacion de Moser (Ecuacion 2.3) y la ecuacion de Contois (Ecuacion
2.4).

Tabla 2.1. Modelos cinéticos utilizados para describir la actividad de los microorganismos en biopeliculas.

Modelo cinético Ecuacion
Cm
Monod H=Hyax - ﬁ Ecuacion 2.1
s,m + m
— Cm
. _ 1 Ks,m
Tessier M= | 1€ Ecuacién 2.2
21!
Moser M= U 1+ Ks,m -Cm Ecuacién 2.3
o
Contois H=Uex = < Ecuacion 2.4
B-X +C,

Donde p es la velocidad de crecimiento de los microorganismos (s™), umax €s la
velocidad de crecimiento méxima cuando la concentracion de nutriente no es limitante
(s1), Cn es la concentracion del nutriente m (g-m™), Ksn es la constante de semi-
saturacion para el nutriente m (g-m™), A es el coeficiente de Moser para el sustrato, B es
la constante de Contois (g subsrtato-g biomasa™’-m®) y X es la concentracién de

biomasa (g-m™).

En algunos casos, una concentracion elevada del nutriente inhibe el crecimiento de
los microorganismos. En estos casos se utiliza el modelo cinético de Haldane, basado en
la ecuacion de Monod. La expresion de este modelo se presenta en la Ecuacion 2.5.

C

H= Hupax : 2
m

Ks,m + Cm + Ecuacioén 2.5
I

Donde K; es la constante inhibitoria del modelo de Haldane (g-m™). Este modelo
define que existe un valor de la concentracién del nutriente (representada en la
constante de inhibicion) a partir de la cual el crecimiento de los microorganismos se
inhibe y la velocidad de crecimiento disminuye. Este modelo cinético es especifico para

procesos microbianos que presentan inhibicion por sustrato.
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2.2.4.2. Crecimiento limitado por multiples nutrientes

Las ecuaciones presentadas en la seccion anterior describen el crecimiento de
microorganismos limitados por un solo nutriente. Sin embargo, a menudo la cinética de
crecimiento de los microorganismos depende de la concentracion de mas de un nutriente
(generalmente del aceptor y donador de electrones). En estos casos la opcion correcta es
considerar el efecto de la concentracion de las dos especies en la velocidad de

crecimiento de los microorganismos.

Esta casuistica se aborda generalmente utilizando una cinética de Monod de doble
sustrato (Ecuacion 2.6).

Cn C
Ks,m1 + le Ks,mz + Cb,mg Ecuacion 2.6

m2

H = Mg

Donde los subindices 1 y 2 hacen referencia a los diferentes nutrientes que limitan el

crecimiento de los microorganismos.
2.2.4.3. Velocidad de utilizacion de nutrientes

La velocidad de consumo de nutrientes y contaminantes se define a partir de los
modelos cinéticos de crecimiento. En la Ecuacion 2.7 se presenta la expresion utilizada
para estimar la evolucién temporal de la concentracién de sustratos a partir de la

velocidad de crecimiento de los microorganismos.

dt Y dt i6
>% Ecuacion 2.7

Donde Yyxs es la relacion entre la concentracion de nutriente consumida y la
concentracion de microorganismos producida (g SSV-g nutriente™). La descripcion del
consumo de sustrato también debe incluir el metabolismo enddgeno de los
microorganismos (Yurt, Sears y Lewandowski 2002). La incorporacion del
metabolismo enddgeno en los modelos biocinéticos (Ecuacién 2.8) permite incluir en el

consumo global de sustrato el consumo para el mantenimiento de los microorganismos.
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dt Y% dt Ecuacién 2.8

Donde kq es el coeficiente de consumo endégeno (g nutriente-g SSV*-s%).

La caracterizacion cinética de las biopeliculas consiste en la estimacion experimental
de los parametros del modelo biocinético utilizado para describir su actividad (Dorado
etal. 2008; Lauchnor, Semprini y Wood 2014). Una estimacion fiable de estos
pardmetros requiere la monitorizacion de la concentracion de sustrato en el interior de
las biopeliculas (Yurt et al. 2003; Zhou et al. 2009). Sin embargo, la cuantificacion de
los parametros biocinéticos a partir de la medida de perfiles de concentracion en el
interior de las biopeliculas estd limitada principalmente por dos factores: (1) las
dificultades técnicas para medir perfiles de concentracién en el interior de las
biopeliculas, y (2) la falta de herramientas para discriminar el efecto de la resistencia al
transporte de materia y el de la actividad de los microorganismos en los gradientes de

concentracion medidos (Hille et al. 2009).

Por lo tanto, la mejora del conocimiento cinético de las biopeliculas debe abordar el
desarrollo de nuevos microsensores que solucionen las limitaciones de los
microsensores actuales para la monitorizacion de los reactores (Wu et al. 2005) y la

obtencion de informacion sobre el trasporte de materia en el interior de las biopeliculas.
2.2.5. Transporte de materia en el interior de las biopeliculas

La actividad de los microorganismos en el interior de la biopelicula esta limitada por
la velocidad con la que los sustratos son suministrados desde la fase liquida hasta la
superficie de la biopelicula (transporte de materia externo) y por la velocidad con la que
estos difunden a lo largo de la biopelicula (transporte de materia interno) (Zhang y
Bishop 1995; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 2000). De este modo, la
concentracion de los nutrientes y contaminantes en el interior de las biopeliculas
depende de la velocidad de consumo, de la velocidad de transporte de materia externo y
de la velocidad de transporte de materia interno. Estos tres fendmenos definen la forma
del perfil de los sustratos desde la fase liquida hasta el interior de la biopelicula,

representado en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Perfil de concentracion de un sustrato desde la fase liquida hasta el interior de la biopelicula. Cy, |, Cnp Y
Cm,p representan la concentracion del nutriente en la solucion de nutrientes, la superficie de la biopelicula y el interior
de la biopelicula respectivamente. L representa el espesor de la capa limite sobre la superficie de la biopelicula. El
pardmetro z, hace referencia al espesor de la biopelicula.

La caracterizacion del funcionamiento de las biopeliculas requiere una descripcion
precisa de los dos fendmenos de transporte de materia. Para ello, es necesario definir los
mecanismos que controlan el transporte de materia. La resistencia al transporte de
materia externo esta provocada por la disminucién de la velocidad de circulacion de la
fase liquida sobre la superficie de la biopelicula, que origina la aparicién de una pelicula
difusiva (capa limite) (Lewandowski y Beyenal 2007; Reiss y Hanratty 1963). La
mayoria de los estudios asumen que la resistencia al transporte de materia esta
comprendida en el interior de la capa limite (Wé&sche, Horn y Hempel 2002; Horn y
Hempel 1995; Zhang y Bishop 1995). Considerando esta aproximacién, la velocidad de
transporte de materia externo se calcula a partir del flujo de nutrientes a través de la

capa limite siguiendo la Ecuacion 2.9.

" L. Ecuacion 2.9

Donde J, es el flujo de nutrientes a través de la interfase liquido-biopelicula (g-m™-s
1), Dmi es el coeficiente de difusién del sustrato en el interior de la capa limite (m?-s™),
Cm,. es la concentracion de nutrientes en la fase liquida (g-m?), Cms €s la concentracion
de nutrientes en la superficie de la biopelicula (g-m™) y Lc es el espesor de la capa
limite (m). EI coeficiente de difusion y el espesor de la capa limite pueden incluirse en

un coeficiente de transporte de materia (km.) para simplificar la descripcion del
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transporte de materia externo (Reiss y Hanratty 1963). De acuerdo con esta
simplificacion, el ky, . coincide con el coeficiente de transferencia de materia parcial del
liquido definido en la teoria de la doble pelicula (Lewis y Whitman 1924). Estos
modelos asumen una geometria plana de la superficie de las biopeliculas, que difiere de
las estructuras mas complejas observadas en diferentes estudios (Picioreanu, van
Loosdrecht y Heijnen 1998, 1999). Esta contradiccién indica que todavia hay una falta
de conocimiento sobre los mecanismos que dirigen la transferencia de materia a través

de la interfase liquido-biopelicula.

Por otro lado, la resistencia al transporte de materia en el interior de la biopelicula se
define considerando que la velocidad de circulacion del liquido en su interior es nula.
En estas condiciones, el transporte de materia tiene lugar mediante mecanismos
difusionales (Stewart 2003). De acuerdo con esta suposicion, el transporte de materia en
el interior de las biopeliculas se describe utilizando la segunda ley de Fick (Ecuacién
2.10).

dC,, a’-’cm b
—= Dm b 2 ' i6
dt ' oz Ecuacion 2.10

Donde D, es el coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula para el
nutriente m (m?-s?) y z es la posicién en la profundidad de la biopelicula (m). La
Ecuacién 2.10 describe el transporte de materia considerando la biopelicula como una
fase homogénea. Esta suposicion entra de nuevo en contradiccion con las observaciones
experimentales que concluyen que el transporte de materia en el interior de la
biopelicula tiene lugar por una combinacion de mecanismos convectivos (en el interior
de los canales de agua) y difusivos (a través de las colonias de microorganismos) (Horn
y Morgenroth 2006; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 2000). Por este motivo,
diferentes autores han estudiado la mejora de estos modelos incluyendo el efecto de la
densidad de la biopelicula en el coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula
(Fan etal. 1990; Zhang y Bishop 1994b; Hinson y Kocher 1996; Beyenal, Seker y
Tanyola¢ 1997; Horn y Morgenroth 2006). Sin embargo, los modelos desarrollados no
contemplan el efecto de las condiciones hidrodindmicas sobre la velocidad de difusion.
Ademas, la precision de estas correlaciones empiricas debe mejorarse, ya que la

mayoria de ellas fueron desarrolladas combinando resultados experimentales y tedricos.
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2.2.6. Modelizacion de biopeliculas

La modelizacion de los procesos fisicos y biologicos en el interior de las biopeliculas
se ha abordado generalmente considerando que la difusién y la reaccion tienen lugar en
una dimension (perpendicular al sustrato). Estos modelos se expresan generalmente a
partir de la ecuacion de difusion-reaccion (Beyenal y Lewandowski 2002). En la
Ecuacion 2.11 se muestra la ecuacion de difusion-reaccion desarrollada utilizando un

modelo cinético de Monod para describir la actividad de los microorganismos.

'azcm,b — Hiax X C ,
™oz Yy, K

S

D

s T Cmp Ecuacion 2.11

Donde X, es la concentracion de microorganismos en el interior de la biopelicula (g
biomasa-m™). La Ecuacién 2.11 permite simular los perfiles de concentracién de
nutrientes en el interior de las biopeliculas y ha sido utilizada ampliamente para
caracterizar su biocinética a partir de medidas experimentales en su interior (Hooijmans,
Geraats y Luyben 1990; Yurt et al. 2003; Zhou et al. 2008, 2009). Sin embargo, este
modelo no permite simular el transporte de materia hasta la biopelicula. La calidad de
las simulaciones ha sido mejorada considerando la transferencia de materia en la
interfase liquido-biopelicula. El transporte de materia externo de nutrientes y
contaminantes se incluye en los modelos de biopelicula relacionandolo con el transporte
de materia interno, siguiendo la Ecuacion 2.12. Teniendo en cuenta que en la fase
liquida no hay actividad biol6gica, las velocidades de transporte de materia en la
superficie de la biopelicula se consideran iguales.

o°C
mb - 572 Ecuacién 2.12

m,b

k '(Cm,l_ _Cm,B): D

m,L

La solucion de la Ecuacion 2.11 y la Ecuacion 2.12 para simular el comportamiento
de las biopeliculas requiere el conocimiento de los coeficientes de transferencia de
materia y de difusion. Por lo tanto, la calidad de los modelos de biopelicula esta
influenciada por la precision de estos dos parametros. En este sentido, los microsensores
han sido utilizados para estimar los dos coeficientes (Horn y Hempel 1995; Wésche,
Horn y Hempel 2002; Fu, Zhang y Bishop 1994; Ning et al. 2012). Sin embargo, las
simplificaciones utilizadas en la estimacion de los parametros y la elevada complejidad
de estos procedimientos ha reducido la precision de estas estimaciones.
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2.3. MONITORIZACION DE BIOPELICULAS

Las investigaciones de las biopeliculas estan enfocadas generalmente en el estudio de
aspectos estructurales, de funcionamiento y ecoldgicos. Estos aspectos incluyen el
desarrollo y crecimiento de las biopeliculas, su estructura, su composicién quimica y
microbioldgica y su funcionamiento en los procesos de biodegradacion. El andlisis de
las biopeliculas ha sido abordado mediante métodos microscopicos, microbiolégicos,
moleculares, quimicos y fisicos. En la Figura 2.8 se presentan los métodos analiticos

mas utilizados en el estudio de las biopeliculas.

Métodos analiticos para el estudio de biopeliculas

Técnicas de analisis moleculares Técnicas de
analisis
Técnicas Detectores estructural
Moleculares
Espectrémetro AFM
DGGE Atémico
FISH Detectores CLSM
GFP Electroguimicos
PFGE ) NMR
PCR Espectrometro
de masas
Detectores 6pticos SEM
Microsensores
Microsensores opticos Microsensores MEMS
Microsensores electroquimicos

Figura 2.8. Técnicas analiticas convencionales utilizadas para el anélisis de las biopeliculas. DGGE (electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacién), FISH (hibridacion fluorescente in situ), GFP (proteina verde fluorescente),
PFGE (electroforesis de gel en campo pulsado), PCR (reaccion en cadena de polimerasa), AFM (microscopia de
fuerza atomica), CLSM (microscopia confocal), NMR (resonancia nuclear magnética), SEM (microscopia de barrido
electrénico), MEMS (sistemas micro-electromecénicos).

La aplicacion de estas técnicas analiticas para la investigacion de las biopeliculas se

presenta en las siguientes secciones.
2.3.1. Técnicas para la caracterizacion genética

Las técnicas de analisis molecular se aplican al estudio de las biopeliculas para
reconstruir la secuencia genomica de los microorganismos que las forman (Allen y
Banfield 2005). Las técnicas moleculares para el analisis de las biopeliculas utilizan
diferentes métodos para amplificar las cadenas de ADN. Estas técnicas incluyen el
rastreo de moléculas de ADN conocidas (secuencias de ADN de microorganismos tipo),
electroforesis de gel en campo pulsado (PFGE), electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion (DGGE) y la reaccién en cadena de polimerasa (PCR). La

combinacion de estas técnicas con diferentes métodos analiticos, tales como técnicas
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espectroscopicas, electroquimicas y microscépicas ha sido utilizada para identificar los
diferentes microorganismos que forman las biopeliculas estudiadas (Aoi 2002; Wuertz,
Okabe y Hausner 2004; Meays et al. 2004). Ademas, el rastreo de los fragmentos de
ADN vy su visualizacion en diferentes formatos de hibridacion (tales como la
hibridacion fluorescente in situ (FISH) o proteinas fluorescentes (GFP)) ha sido
utilizada para cuantificar la composicion de las comunidades microbianas (Wuertz,
Okabe y Hausner 2004; Meays et al. 2004; Daims, Lucker y Wagner 2006).

El rastreo de moléculas de ADN ha sido utilizado para determinar los genes que
intervienen en las diferentes etapas de la formacion de las biopeliculas (Sauer 2003). La
PFGE ha sido utilizada con este mismo objetivo, pero determinando todo el genoma que
interviene en la formacion de las biopeliculas (Meays et al. 2004). Por otro lado, las
técnicas basadas en la PCR y en la DGGE han sido utilizadas para identificar los
microorganismos presentes en las biopeliculas. Para ello, los fragmentos de ADN
amplificados son analizados y comparados con los resultados de diferentes bases de
datos (Lassalle et al. 2001; Meays et al. 2004; Lyautey et al. 2005; Burr et al. 2006).

La principal desventaja de estas técnicas es la necesidad de disponer de una base de
datos donde figuren los fragmentos de ADN encontrados, y donde se relacionen estos
fragmentos con microorganismos especificos (Daims, Licker y Wagner 2006; Loy
2003). Ademas, estas técnicas solo ofrecen informacion del ecosistema que forman las
biopeliculas estudiadas y no permiten avanzar en la cuantificacion de los procesos que

tienen lugar en el interior de las biopeliculas.
2.3.2. Técnicas para la caracterizacion estructural

Las téecnicas para la caracterizacion estructural de las biopeliculas han sido utilizadas
para mejorar el conocimiento del comportamiento fisioldgico de las biopeliculas. Con
este objetivo se han desarrollado diferentes métodos Opticos que han sido utilizados
para examinar y caracterizar la estructura de las biopeliculas (Wolf, Crespo y Reis
2002).

Estas técnicas han adquirido un gran interés en los Gltimos afios. Sin embargo, las
caracteristicas de las biopeliculas limitan la penetracion de la luz en su interior,
dificultando el uso de métodos Opticos. En este sentido, las técnicas utilizadas para la

caracterizacion estructural de las biopeliculas s6lo ofrecen informacidn cualitativa sobre
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las caracteristicas superficiales de las biopeliculas, pero no permiten relacionar su
estructura y su funcionamiento. Los métodos mas utilizados en el estudio de las

caracteristicas estructurales de la biopelicula se describen a continuacion.
2.3.2.1. Microscopia confocal (CSLM)

La microscopia confocal (CSLM) ha sido utilizada en el estudio de biopeliculas
vivas y completamente hidratadas (Lawrence y Neu 2003). Los resultados obtenidos
utilizando CSLM ofrecen informacion en 3 dimensiones de la estructura de las
biopeliculas, y utilizando diferentes técnicas de fluorescencia (Zhang y Fang 2001; Neu,
Woelfl y Lawrence 2004) permiten identificar los diferentes componentes presentes en
su interior. En este sentido diferentes estudios han utilizado esta técnica para
caracterizar el contenido en EPS de las biopeliculas (Neu, Woelfl y Lawrence 2004;

Strathmann, Wingender y Flemming 2002).
2.3.2.2. Microscopia de barrido electronico (SEM)

Los microscopios Opticos convencionales han sido utilizados para analizar
biopeliculas mediante procedimientos simples no invasivos (Cortizo y de Mele 2003).
Estos estudios han sido completados estudiando la heterogeneidad estructural de las
biopeliculas a partir de su diseccién y su examinacion utilizando microscopios de

barrido electronico (Stewart et al. 1995).
2.3.2.3. Microscopia de fuerza atdbmica (AFM)

La microscopia de fuerza atomica (AFM) es una de las técnicas microscépicas mas
utilizadas en el estudio de las biopeliculas. La AFM ha sido utilizada para obtener
imagenes de las biopeliculas con dimensiones desde la escala atomica hasta los
centenares de micras. Estas medidas han permitido caracterizar la topologia superficial

de las biopeliculas (Hansma et al. 2000).
2.3.2.4. Resonancia nuclear magnética (NMR)

Las técnicas basadas en la resonancia nuclear magnética (NMR) se han limitado a
estudiar las propiedades del agua en el interior de biopeliculas vivas. Estos estudios han
permitido caracterizar la porosidad de las biopeliculas (Paterson-Beedle et al. 2001), y
el flujo de liquido en la superficie y en el interior de las biopeliculas (Manz et al. 2003;

Seymour et al. 2004). Estas herramientas también han sido utilizadas para estudiar el
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contenido y la movilidad de los EPS en el interior de las biopeliculas (Mayer, Lattner y
Schurks 2001; Schirks et al. 2002; Lattner, Flemming y Mayer 2003).

2.3.3. Microsensores

Los microsensores utilizados para el estudio de biopeliculas son dispositivos
electroquimicos y Opticos miniaturizados, con tamafios de punta por debajo de los 50
um (Santegoeds, Schramm y De Beer 1998). El pequefio tamafio de la punta ofrece una
elevada resolucién espacial que es indispensable para la monitorizacion de las
biopeliculas. Debido a sus reducidas dimensiones y el escaso consumo de analito que
presentan, los microsensores han sido utilizados para estudiar el flujo de diferentes
especies en el interior de las biopeliculas (Revsbech y Jérgensen 1986). Estos resultados
ofrecen informacidn cuantitativa sobre los procesos que tienen lugar en el interior de las
biopeliculas y han sido utilizadas para caracterizar el transporte de materia y el consumo

de nutrientes en el interior de las biopeliculas (Ning et al. 2012; Zhou et al. 2012).

Los microsensores mas utilizados pueden dividir-se en dos grupos: microsensores
electroquimicos y microsensores oOpticos. El elevado coste y fragilidad de los
microsensores electroquimicos (Wu et al. 2005) junto con la complejidad operacional de
los microsensores Opticos (Klimant, Meyer y Kuhl 1995) limita la utilizacion de estos
dispositivos para el estudio de biopeliculas. Por este motivo, ha emergido un nuevo tipo
de microsensores, basados en tecnologia de sistemas micro-electromecanicos (MEMS),
que ofrece la posibilidad de resolver la mayoria de estas limitaciones. En las siguientes
secciones se presenta una breve revision de los diferentes microsensores disponibles

para la monitorizacién de biopeliculas.
2.3.3.1. Microsensores electroquimicos

Microsensores amperométricos

Los microsensores amperomeétricos se basan en la medida de la corriente eléctrica
generada por la reaccion electroquimica del analito en la superficie de los electrodos
(Santegoeds, Schramm y De Beer 1998; Denkhaus et al. 2007; Lewandowski y Beyenal
2007). La corriente generada, medida utilizando un pico-amperimetro, es proporcional a
la concentracion de analito. La reaccion electroquimica de deteccion esta impulsada por
la diferencia de potencial aplicada entre el electrodo de trabajo y el electrodo de

referencia.
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Los microsensores amperométricos se dividen en dos grupos: microsensores de
primera y de segunda generacion (Lewandowski y Beyenal 2007). En la Figura 2.9 se
muestra el principio de funcionamiento de estos dos tipos de microsensores
amperométricos. En estos microsensores el sistema electroquimico de deteccion,
formado por un electrodo de trabajo y un electrodo de referencia, se encuentra aislado

del medio de medida por una membrana permeable al analito.

| Electrodo |

| Electrodo | 101 1 1 ] eectones
7

1 N 1 Electones
U

f\

Analito Producto

~ Membrana

@

(b) Analito

Figura 2.9. Principio de funcionamiento de los microsensores amperométricos de primera generacion (a) y segunda
generacion (b).

En los microsensores de primera generacion (Figura 2.9a) los analitos atraviesan la
membrana del microsensor y son oxidados o reducidos sobre la superficie de trabajo.
Los microsensores amperométricos de primera generacion presentan limitaciones ya
que no todas las especies con interés analitico pueden ser reducidas o oxidadas sobre un
electrodo (Lewandowski y Beyenal 2007). En este sentido, este tipo de microsensores
solo ha sido desarrollado para la deteccion del OD (Revsbech y Jérgensen 1986), el H,
(Ebert y Brune 1997) y el HCIO (De Beer, Srinivasan y Stewart 1994).

Los microsensores de segunda generacion (Figura 2.9b) incorporan un mediador
redox. Esta sustancia es capaz de oxidar o reducir el analito de interés, y a su vez es
oxidado o reducido sobre el electrodo de trabajo. Estas sustancias actGan como
catalizadores, siendo regenerados en la reaccion electroquimica de deteccion. Este
sistema ha permitido desarrollar microsensores amperométricos para la deteccion del
H,S (Kihl et al. 1998) y N,O (Revsbech et al. 1988).
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En la Tabla 2.2 se detallan los las caracteristicas principales de los microsensores

amperomeétricos disponibles para la monitorizacién de biopeliculas.

Tabla 2.2. Resumen de los microsensores amperométricos mas relevantes.

Analito Descripcion Referencia

Microsensor amperométrico de 12 generacion

Electrolito Solucion salina (KCI 3M)
. (Revsbech y
0, Anodo Electrodo de Ag/AgCl
Jorgensen 1986)
Catodo Oro o platino
Potencial de polarizacion -0.80 V (vs. Ag/AgCl)
Microsensor amperométrico de 22 generacion
Electrolito Fe(CN)s~
H.S Anodo Platino (Kuhl et al. 1998)
Cétodo Platino
Potencial de polarizacion +0.1V
Microsensor amperométrico de 22 generacion
Electrolito Ascorbato sédico
. (Revsbech et al.
N,O Anodo Electrodo de Ag/AgClI
1988)
Cétodo Plata
Potencial de polarizacion -1.175 V (vs. Ag/AgCl)
Microsensor amperométrico de 12 generacion
Electrolito Solucién salina (KCI 3M)
. . (Ebert y Brune
H, Anodo Platino
1997)
Cétodo Electrodo de Ag/AgCl
Potencial de polarizacion +0.6 V (vs. Ag/AgCl)
Microsensor amperométrico de 12 generacion
Electrolito Solucion salina (KCI 3M)
) (De Beer, Srinivasan
HCIO Anodo Electrodo de Ag/AgCl

y Stewart 1994)
Céatodo Platino

Potencial de polarizacion +0.20 V (vs. Ag/AgCl)

Microsensores potenciométricos

Los microsensores potenciométricos se basan en la separaciéon de la carga de los
iones a través de una membrana (Santegoeds, Schramm y De Beer 1998; Denkhaus
et al. 2007). La diferencia de potencial (AE) generada a los dos lados de la membrana

puede calcularse utilizando la ecuacion de Nernst (Ecuacion 2.13).
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R-T
z,-F

e

AE =

a'i
.n 2=
d, Ecuacion 2.13
Donde R es la constante de los gases ideales (8.31 J-mol™-K™), T es la temperatura
absoluta (K), z es la carga del ion, F es la constante de Faraday (96.49-10° C-mol™), a;
y a. son la actividad de los iones en la muestra y en la solucion electrolitica
respectivamente. Considerando la actividad de la solucién electrolitica (ac) constante, la
diferencia de potencial a través de la membrana es proporcional a la actividad de los

iones en la muestra (a;) y por lo tanto también a su concentracion.

Este principio de funcionamiento ha sido utilizado en el desarrollo de microsensores
redox (Bishop, Zhang y Fu 1995), microsensores de vidrio para la deteccion del pH
(Revsbech y Jorgensen 1986), microsensores de intercambio i6nico para la deteccién de
NOs", NO, y NH," (de Beer y Van Den Heuvel 1988; de Beer y Sweerts 1989; Lee y de
Beer 1995) y microsensores de membrana sélida para la deteccion de S* (Kiihl y
Jorgensen 1992).

Fabricacion de los microsensores electroquimicos

Las caracteristicas fisicas de los microsensores estan definidas por la necesidad de
penetrar en el interior de la biopelicula sin modificar su estructura y sin perturbar la
actividad de los microorganismos (Revsbech y Jérgensen 1986). En este sentido, los
microsensores son herramientas estrechas y alargadas con puntas pequefias en el
extremo de deteccion (Lewandowski y Beyenal 2007). Estas caracteristicas incrementan
la fragilidad de estos microsensores y hacen imposible su fabricacion en masa (Lu y Yu
2002). Este tipo de microsensores electroquimicos se construyen artesanalmente a partir
de capilares de vidrio (Lewandowski y Beyenal 2007). El conocimiento y la precision
(dimensiones de orden las micras) requerida incrementa el coste de estos dispositivos
(Wu et al. 2005).

2.3.3.2. Microsensores 0pticos

Los microsensores opticos estan fabricados a partir de fibras de vidrio que recogen y
conducen la luz desde la punta del sensor hasta el equipo de medida. El sistema
experimental necesario para la utilizacion del microsensor es sofisticado, incluyendo
una fuente de luz, filtros para la seleccién de la longitud de onda deseada, un divisor de
haz y un fotomultiplicador como detector (Klimant, Meyer y Kuhl 1995).
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Los microsensores Opticos han sido desarrollados recientemente para ser utilizados
como alternativa a los microsensores electroquimicos, ya que ofrecen ventajas como
una facil fabricacion y una elevada robustez. Estos se basan en la medida de los cambios
en las propiedades de la luz (luminiscencia y absorcidn) que se dan en la muestra debido
a la interaccion entre el analito y el haz de luz en la punta del microsensor. Existen tres
tipos de microsensores Opticos disponibles para el estudio de biopeliculas:
microsensores opticos de OD (Klimant, Meyer y Kuhl 1995; Beyenal et al. 2000), de
temperatura (Klimant et al. 1997) y de pH (Kohls et al. 1997). Este tipo de sensores
presentan tiempos de respuesta inferiores a 5 s. Sin embargo, este tipo de dispositivos
presentan diferentes inconvenientes que han limitado su utilizacion. La luz ambiental
genera interferencias en la adquisicion y trasmision de la sefial. Los microsensores
opticos requieren la generacion de radiaciones monocromaticas dentro del espectro
visible (Grist, Chrostowski y Cheung 2010). Estas fuentes no son econdémicas y ademas
la fabricacion de fuentes portatiles que proporcionen una radiacion estable no ha sido
optimizada. A las limitaciones de la tecnologia, se le afiaden las dificultades técnicas
para fabricar microsensores dpticos con tamafios de punta que no dafien la estructura de
las biopeliculas durante su monitorizacién (Denkhaus et al. 2007). Este problemas esta
provocado por el rapido deterioro de los microsensores cuando se disminuye el tamafio

de las fibras (Lewandowski y Beyenal 2007).
2.3.3.3. Microsensores MEMS

Las limitaciones que presentan los microsensores electroquimicos y dpticos pone de
manifiesto la necesidad de desarrollar nuevos microsensores y nuevos métodos de
fabricacion que las resuelvan. Por este motivo, el uso de tecnologia microelectronica
para el disefio de mini-transductores electroquimicos ha cobrado interés en el campo de
los microsensores (Lee etal. 2011). Esta tecnologia permite la fabricacion de
dispositivos microsensores utilizando diferentes materiales (Liu et al. 2007; del Campo
et al. 2007), y ofrece una elevada versatilidad que permite el disefio de dispositivos a la
carta (microelectrodos con una elevada gama de geometrias y disposiciones) (Godino
et al. 2009; del Campo et al. 2014; Prehn et al. 2011). Esta tecnologia ha sido utilizada
en el desarrollo de microsensores para la monitorizacion en el interior de biopeliculas
del OD (Lee, Lim, etal. 2007; Liu etal. 2007; del Campo et al. 2007), el pH (Prats-
Alfonso et al. 2013; Lee et al. 2011; Ges et al. 2005; Marzouk et al. 1998), el PO,> (Lee
etal. 2009, 2011) y el Cl, total (Lee et al. 2011). Estas caracteristicas convierten estos
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dispositivos en opciones altamente atractivas para competir con los microsensores
convencionales en el estudio de biopeliculas. En la Tabla 2.3, se presentan los
principales microsensores desarrollados utilizando tecnologias MEMS para la

monitorizacion de biopeliculas.

Tabla 2.3. Resumen de los microsensores basados en tecnologia microelectronica disponibles para la monitorizacion
de biopeliculas.

Analito Descripcion Referencia
Principio de funcionamiento  Amperométrico (Lee, Lim, et al.
0, Electrodo de trabajo Oro o platino 2007; del Campo
et al. 2007; Liu et al.
Electrodo de referencia Electrodo de Ag/AgCI 2007)
Principio de funcionamiento  Potenciométrico (Prats-Alfonso et al.
pH Electrodo de trabajo Oxido de iridio 2013; Lee et al.
Electrodo de referencia Electrodo de Ag/AgCl 2011)
Principio de funcionamiento  Potenciométrico
) (Lee, Seo, et al.
Redox Electrodo de trabajo Oro
2007)
Electrodo de referencia Electrodo de Ag/AgCl
Principio de funcionamiento  Potenciométrico
N ) (Lee et al. 2009,
PO, Electrodo de trabajo Cobalto
2011)
Electrodo de referencia Electrodo de Ag/AgCl
Principio de funcionamiento  Amperométrico (De Beer, Srinivasan
Cl, total Electrodo de trabajo Oro y Stewart 1994; Lee

Electrodo de referencia

Electrodo de Ag/AgCl

et al. 2011)

Esta tecnologia presenta un elevado potencial, todavia no explotado, para el
desarrollo de microsensores especificos para la monitorizacion de biopeliculas. En este
sentido, la tendencia de los microsensores MEMS se ha dirigido hacia el disefio de
dispositivos basados en matrices de microelectrodos (MEA) (Lee et al. 2011; Liu et al.
2007), que ofrecen la posibilidad de monitorizar simultdneamente diferentes analitos en

diferentes puntos de la biopelicula.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos principales de esta tesis son el desarrollo de un microsensor para la
monitorizacion biopeliculas heterotrofas y sulfuroxidantes y el desarrollo de
metodologias para la caracterizacion de estas biopeliculas a partir de los resultados
obtenidos en su monitorizacion. Los objetivos especificos en los que se desglosan estos

objetivos generales se presentan a continuacion.

e Utilizar procedimientos de microfabricacion para solventar las limitaciones
que presentan los microsensores convencionales.

e Desarrollar un microsensores de OD y pH, disefiado especificamente para la
monitorizacion  de  biopeliculas  utilizando  procedimientos  de
microfabricacion.

e Desarrollar metodologias basadas en el uso de microsensores para la
caracterizacion de los mecanismos de transporte de materia y la biocinética
en el interior de biopeliculas.

e Establecer la relacion entre las velocidades de transporte de materia (externo
e interno), la estructura de las biopeliculas y las condiciones hidrodinamicas.

e Calibrar el modelo cinético de una biopelicula sulfuroxidante a partir de los
perfiles de OD, H,S y pH adquiridos en su interior.

e Validar los modelos de biopelicula desarrollados a partir de los resultados
obtenidos en el interior de las biopeliculas utilizando microsensores.

e Avanzar en la monitorizacion de biofiltros percoladores utilizando el
microsensor MEMS para el seguimiento del OD en el interior de las

biopeliculas.
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4. MATERIALES Y METODOS GENERALES

4.1. DESCRIPCION DE LOS EQUIPOS

Los reactores utilizados para el cultivo de las poblaciones heterétrofas y autotrofas,

ademas de los sistemas experimentales para su operacion se detallan a continuacion.
4.1.1. Cultivo de biomasa en suspension

La biomasa sulfuroxidante (consorcio de microorganismos sulfuroxidantes) se
extrajo de un biofiltro percolador para la desulfuracion aerobia a escala laboratorio
(Lopez et al. 2015). La biomasa fue cultivada en un fermentador a escala laboratorio
(Figura 4.1) (Minifors, Infors HT, Suiza) antes de su inoculacion en un reactor a escala
laboratorio disefiado especificamente para el desarrollo de biopeliculas. El fermentador

se operd en continuo.

Fermentador

Sistema de monitorizacion: (a) equipo de adquisicion de
datos y (b) sensores de OD, pH y temperatura.

Sistema de alimentacién: (a) soluciones de nutrientes y
(b) sistema de bombeo.

Sistema de purga

H W DdE

Figura 4.1. Imagen del sistema experimental (fermentador) utilizado en el cultivo de la biomasa sulfuroxidante en
suspension.

La biomasa se cultivé en condiciones aerobias utilizando como sustrato: tiosulfato
(durante la etapa de aclimatacion) y sulfuro (durante la operacion en continuo) con una
concentracion de 3.5 g S-L™. El fermentador incluye en el mismo equipo todos los
elementos necesarios para la monitorizacion y el control de su operacion. Los

principales elementos que constituyen el sistema experimental son: el vaso del reactor,
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el sistema de monitorizacion y control de temperatura y pH, los sistemas de
alimentacion y purga, y el sistema de adquisicion. A continuacion se presenta

informacion detallada de los diferentes elementos.
4.1.1.1. Fermentador

El elemento principal del sistema experimental es el reactor. El reactor esta formado
por un vaso de borosilicato y una tapa de acero inoxidable. Las caracteristicas del

reactor se recogen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Caracteristicas de fabricacion del fermentador utilizado en el cultivo de la biomasa en suspension.

Volumen de trabajo 18L
- Vaso Vidrio (borosilicato)
[N
5 . . .
T S Cubierta Acero inoxidable (316 L)
o =
g 2 Elementos de la o
= o . Acero inoxidable (316 L)
© cubierta
T Agitador mecanico de doble aspa
Agitacion
(palas planas)
""""" Sistemade aireacion ~ Burbujeador (tuberfa perforada)
""""" Elemento calefactor ~ Resistencia eléctica

El fermentador fue esterilizado antes de su inoculacion utilizando un autoclave de
laboratorio (Stericlav-75, Raypa, Espafia). La esterilizacion se llevo a cabo utilizando
vapor de agua a alta presion (1 bar manomeétrico) y temperatura (121°C) en un ciclo de
30 minutos. La correcta esterilizacion del equipo se control6 utilizando tiras indicadoras
para vapor (Comply 1250, 3M, USA).

4.1.1.2. Monitorizacién y control de pH, OD y temperatura

La concentracion del OD, el pH y la temperatura en el interior del fermentador se
monitorizaron en continuo. Los tres parametros se monitorizaron mediante un sensor de
pH (405-DPAS-SC-K8S, Mettler Toledo, Suiza), un electrodo de OD (Oxyferm FDA
225, Hamilton, Suiza) y una sonda de temperatura (Sonda Pt1000, Infors, Suiza). El
sistema de adquisicion de los tres sensores esta incorporado en el cuerpo del
fermentador, y las tres sefiales trasmitidas fueron registradas en un ordenador utilizando

un programa especifico (Iris 6, EMPA, Suiza).

El fermentador incluye sistemas de control para las tres variables. El control de pH se

llevd a cabo utilizando un control PID (pre-sintonizado). EI pH del reactor se ajusto a
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pH 7.00 utilizando dos bombas peristalticas incluidas en el fermentador para adicionar
soluciones diluidas (0.1 M) de HCI y NaOH a través de los dos puertos de entrada
disponibles. La adicion de la solucion de HCI se realizo utilizando un capilar pléstico
(introducido en el puerto de muestreo) para evitar el deterioro del reactor, ya que el
acero inoxidable puede oxidarse en contacto con sulfuro en pH acidos, formando
sulfuro de hierro. La temperatura se controlo utilizando un lazo de control on-off,
activando la calefaccion del reactor cuando la temperatura medida por la sonda era
inferior a la consigna (30°C). Por ultimo, el reactor dispone de lazo de control (PID)
para la concentracion de OD en el reactor, que regula la velocidad de giro de la
agitacion mecanica para ajustar la concentracion de OD. Sin embargo, este lazo de
control se inhabilité durante el cultivo de la biomasa, y la velocidad de agitacion se
mantuvo en un valor (70 rpm) que evitase problemas para el crecimiento de los

microorganismaos.
4.1.1.3. Operacion del fermentador

La operacidn del reactor se dividio en dos etapas, una etapa de operacién en semi-
continuo después de la inoculacion y una etapa de operacion en continuo pasadas 72
horas. Las principales diferencias entre las dos etapas fueron la recirculacién de la purga
y el sustrato alimentado. En este sentido, después de su inoculacion, el reactor se oper6
alimentando una solucién de Na,S,03-5H,0 (27 g-L™) como sustrato, para evitar la
acumulacién de sulfuro en el reactor que puede provocar problemas de inhibicién.
Durante este periodo el reactor se operd recirculando la biomasa presente en la purga
para evitar la pérdida del inoculo. Pasadas 72 horas se observo un incremento en la
actividad de los microorganismos, después del cual se pasé a alimentar el sustrato en
forma de Na,S-nH,O (27.5 g-L™") y a operar el reactor en continuo. Durante las dos
etapas, la velocidad de dilucion se establecidé en 47 horas para evitar problemas de

lavado de la biomasa.

La purga del reactor se llevd a cabo controlando el nivel del reactor por
rebosamiento. Para ello se utilizd6 un puerto de muestreo y una bomba peristéltica

adicional (Miniplus 3, Gilson, Francia).
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4.1.2. Cultivo de biomasa inmovilizada

Las biopeliculas heterotrofas y sulfuroxidantes utilizadas en la validacion de los
microsensores Yy en el estudio de los fendbmenos de transporte de materia y biocinéticos
se desarrollaron utilizando diferentes tipos de reactores de biopelicula. Estos reactores

se describen en detalle a continuacion.
4.1.2.1. Bioreactor de placa plana de canal abierto

Las biopeliculas heterotrofas se cultivaron en un bioreactor de placa plana de canal
abierto (BPP-CA). Este reactor se disefid especificamente para favorecer la formacion
de biopeliculas planas, con espesores practicamente homogéneos a lo largo del reactor,

para facilitar su estudio mediante microsensores.

El sistema experimental utilizado en la operacion del bioreactor (Figura 4.2) se
disefié para reproducir el funcionamiento de un biofiltro percolador. El sistema
experimental permiti6 operar el reactor en un amplio rango de condiciones de tiempo de
residencia de la fase liquida (TRL) y velocidad de recirculacion (v.), controlando las

condiciones hidrodindmicas dentro del régimen laminar (hasta un Re de 8).

Figura 4.2. (a) Imagen del sistema experimental utilizado en la operacion del bioreactor de placa plana de canal
abierto. (b) Detalle de la monitorizacién de la biopelicula utilizando diferentes tipos de microsensores.

El sistema experimental del BPP-CA esta formado por el bioreactor, el sistema
utilizado para alimentar el reactor con la solucion de nutrientes y para la recirculacion
de la fase liquida, y los elementos utilizados para la monitorizacién y control del
reactor. La posicion de los diferentes elementos en el sistema experimental se detalla en

el diagrama presentado en la Figura 4.3.
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1. BPP-CA 4. Camarade mezcla 7. Bomba de alimentacién
2. Bomba de recirculacién 5. Entrada aire-N, 8. Solucidén de nutrientes
3. Sensorde pH 6. Control manual de pH 9. Purgadel reactor

Figura 4.3. Diagrama detallado del sistema experimental utilizado en la operacion del bioreactor de placa plana de
canal abierto.

El bioreactor de placa plana de canal abierto es el elemento principal del sistema
experimental. EI BPP-CA, fabricado en metacrilato transparente (PMMA), se disefi6 de
acuerdo con Lewandowski y Beyenal (2007) y consiste en un canal abierto de 20 cm de
longitud, 3.5 cm de ancho y 1.3 cm de profundidad. El reactor también incorpora dos
tanques (50 mL) en la entrada y la salida de la placa plana para mantener constante el
nivel de liquido (espesor de la pelicula de liquido sobre la biopelicula) a lo largo del
reactor. Estos tanques se utilizan para realizar la alimentacién y la purga del reactor y

para recircular la fase liquida.

Inicialmente, las biopeliculas se desarrollaron en el bioreactor cultivando la biomasa
inoculada en condiciones aerobias. El reactor se aliment6 con una solucion de nutrientes
para favorecer el crecimiento de los microorganismos y el desarrollo de las biopeliculas
heterotrofas. La alimentacion se realizd utilizando una bomba peristaltica (MCP
Standard, Ismatec. Alemania). Esta misma bomba se utiliz6 para realizar la purga del
reactor. La solucion de nutrientes se prepard a partir de un medio mineral tipico para
microorganismos heterétrofos, utilizando glucosa como Unica fuente de carbono y
energia (con una concentracion de 13 g-L™). La composicién del medio mineral y de la
solucion de elementos traza utilizados en la preparacion de la solucidn de nutrientes se

presenta en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Composicion del medio mineral y la solucion de elementos traza utilizadas en la preparacion de la
solucion de nutrientes para los microorganismos heterotrofos.

Medio mineral Solucién de elementos traza
Compuesto Concentrlacién Compuesto Concent:acién
lg-L7] [g-L7]
KH,PO, 1 HCI 6.76 mL

K:HPO,4 1 FeCl,-4H,0 1.5
NH,CI 1 H3BO3 0.06

NaCl 1 MnCl,-4H,0 0.1
MgSO, 0.2 CoCl,-6H,0 0.12
CaCl, 0.02 ZnCl, 0.07
Elementos traza 1mL NiCl,-6H,0 0.026
pH 6.5-7 CuzCl,-2H,0 0.016
MoO4-2H,0 0.026

EDTANay(H20)s 5.2

La recirculacion de la fase liquida en el reactor se llevd a cabo utilizando una
segunda bomba peristaltica (Miniplus 3, Gilson, Francia). Tal y como se observa en el
diagrama presentado en la Figura 4.3, la linea de recirculacion incluye una camara de
mezcla que se utilizo para controlar manualmente la concentracién de OD y el pH en la

entrada del reactor.

La concentracion de OD en la entrada del reactor se ajusté burbujeando mezclas de
aire y nitrégeno. El pH se analiz6 periédicamente en la linea de recirculacion utilizando
un medidor portatil (Crison pH 25+, Crison, Espafia). Esta medida se utiliz6 para
controlar manualmente el pH en el reactor afiadiendo soluciones diluidas (1 M) de HCI

y NaOH en la cdmara de mezcla.

La puesta en marcha del reactor se llevd a cabo en 3 etapas. En la primera etapa se
esterilizaron el reactor y el resto de elementos del sistema experimental. La
esterilizacion se llevé a cabo recirculando durante 1 hora una solucion al 30 % de
NaOCI, y enjuagando el reactor con agua Milli-Q. A continuacion se procedié a
inocular el reactor. El reactor se sembré con 35 mL de lodo (2 g SSV-L™) procedentes
de un bioreactor a escala piloto para la eliminacidon bioldgica de materia organica,
nitrogeno y fosforo (Guerrero, Guisasola y Baeza 2011). La inoculacion se completd
rellenando el volumen restante (115 mL) con medio mineral y operando el reactor en
discontinuo durante 24 horas, después de las cuales se pasé a operar en continuo. En la

Ultima etapa de la puesta en marcha, el reactor se operd ajustando el tiempo de
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residencia del liquido y la velocidad de recirculacion dentro del rango tipico de
operacion de biofiltros percoladores (Devinny, Deshusses y Webster 1999), de 4 h a 12
hyde1m-h?a20m-h? respectivamente

Durante la operacion del reactor también se monitorizaron la concentracion de
glucosa en la fase liquida utilizando un refractometro (Refracto 30GS, Mettler Toledo,
Suiza) y la concentracion de biomasa en el interior de la biopelicula a partir del analisis

de la concentracion de proteina siguiendo el método de Bradford (Bradford 1976).
4.1.2.2. Bioreactor de placa plana en fase gas

Las biopeliculas sulfuroxidantes utilizadas para el estudio de la cinética de
biodegradacion del H,S se cultivaron en el bioreactor de placa plana modificado. Este
bioreactor se operd reproduciendo las condiciones de un biofiltro percolador para la
desulfuracion aerobia. Para ello, el BPP-CA se redimensiond para incluir la circulacién
del gas sobre la pelicula de liquido y se incluyé una tapa para asegurar su estanqueidad.
El bioreactor de placa plana en fase gas (BPP-FG) se operd en condiciones aerobias,
alimentando como sustrato H,S en la fase gas. El disefio del reactor, siguiendo el
concepto del BPP-CA, también favorecié la formacién de biopeliculas planas y de
espesor practicamente homogéneo lo largo del reactor. Estas caracteristicas facilitaron
la utilizacion de microsensores para la obtencién de perfiles de concentracion en su

interior.

Las principales novedades en el sistema experimental del BPP-FG fueron la
incorporacion de dos sensores para monitorizar la concentracion de H,S en la entrada y
la salida del corriente de gas, un compresor para forzar la circulacién de la fase gas, un
rotametro en la entrada del reactor para ajustar el caudal de gas y la implementacién de
un lazo de control automatico para el pH de la fase liquida. El laz6 de control se
implanté a partir de un sistema de monitorizacion para el pH y una microbureta para la

adicion de reactivos.

El sistema experimental del BPP-FG esta formado por el bioreactor, el sistema
utilizado para la alimentacion y la recirculacion de la fase liquida en el reactor, el lazo
de control para el pH, el sistema para la alimentacion de la fase gas en el reactor y los
elementos para la monitorizacion de la fase gas. La posicion en el sistema experimental

de los diferentes elementos se muestra en el diagrama de la Figura 4.4.
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2. Bomba de recirculacién 7. Solucién de nutrientes 11.Rotdmetro entrada
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Figura 4.4. Diagrama detallado del sistema experimental utilizado en la operacion del bioreactor de placa plana en
fase gas.

Figura 4.5. (a) Imagen del sistema experimental utilizado en la operacidn del bioreactor de placa plana en fase gas.
(b) Detalle de lazo de control de pH del reactor. (c) Detalle del procedimiento experimental utilizado para la
monitorizacion de la biopelicula utilizando microsensores.

El bioreactor de placa plana en fase gas es el elemento principal del sistema
experimental. El bioreactor se disefid reproduciendo las dimensiones del BPP-CA,
aumentando la profundidad del canal abierto hasta 3.5 cm. El volumen de la fase gas y
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la fase liquida resultado del redimensionado fue de 140 mL y 125 mL respectivamente.
El disefio del bioreactor se completdé con una tapa para evitar fugas de gas y liquido
durante su operacion. Sobre la tapa del reactor se dispusieron 6 puertos de muestreo

para la monitorizacién de la biopelicula utilizando microsensores.

La alimentacion y la recirculacion de la fase liquida en el reactor se llevo a cabo tal y
como se presentd, para el BPP-CA, en la seccion 4.1.2.1. En este caso, la fase liquida se
alimentd con una solucion de medio mineral especifica para microorganismos
sulfuroxidantes, utilizando NaHCOj3 (con una concentracion de 3.5 g-L™) como fuente
de carbono. La composicién del medio mineral se muestra en la Tabla 4.3. La
composicion de la solucion de elementos traza es la misma que se detalla en la Tabla
4.2.

Tabla 4.3. Composicion del medio mineral, especifico para microorganismos sulfuroxidantes, utilizado para la
alimentacion del BPP-FG.

Medio mineral

Concentracion
Compuesto

(gL
KH,PO, 0.3
KoHPO, 0.3
NH,CI 2
MgSO4-7H,0 0.4
CaCl,-2 H,O 0.064
Elementos traza 2mL
pH 6.5-7

El lazo para el control del pH en el bioreactor se incluyé en la linea de recirculacion.
Teniendo en cuenta que el BPP-FG sigue el modelo de un reactor de flujo pistén
(Prades et al. 2015), el lazo de control para el pH (en la Figura 4.5) se desarrolld
incluyendo un tanque pulmaén de 50 mL de volumen en la linea de recirculacion. El pH
se monitorizo en continuo en la entrada del reactor (linea de recirculacion) utilizando un
electrodo de pH (SenTix 81, WTW, Alemania) conectado a un sistema de adquisicién
de laboratorio (Inolab 740, WTW, Alemania). Esta medida se utilizd para controlar el
pH en el tanque pulmon, situado justo antes del sensor (en la linea de recirculacion).
Utilizando un controlador de légica difusa (programado en una interface de Labview)
(Prades et al. 2014) se adicionaron soluciones diluidas (1 M) de HCI y NaOH en el

tanque pulmén utilizando una microbureta dispensadora (Multi-burette 2S, Crison,
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Espafia). Este sistema de control permitié mantener un pH de 7.00+0.10 en la entrada

del reactor.

La alimentacion del H,S (sustrato) en la fase gas se realiz6 desde una bolsa Tedlar de
25 L, preparada con una concentracion conocida de H,S (diluida en aire). La impulsién
de la mezcla de gas hasta la entrada del reactor se realizo utilizando una bomba
peristéltica (Masterflex 772002, Cole-Parmer, USA). El caudal de gas en la entrada del
reactor se ajustd y monitorizo utilizando un rotdmetro calibrado para aire a 1 atm y 25°C
(062-01 SA, Cole-Parmer, USA). La concentracion de H,S en la entrada y salida del
reactor se monitorizd en linea con un sensor electroquimico (Surecell-H2S-L, Sixth
Sense, Reino Unido), utilizando una tarjeta de adquisicion de datos (NI USB-6501,
National Instruments, USA) para adquirir y representar la sefial en la interface

programada en Labview.

La puesta en marcha del reactor se realizo siguiendo el protocolo presentado en la
seccién 4.1.2.1. La alimentacion de H,S en el reactor se inici0 pasadas 24 horas,
conjuntamente con la alimentacion de medio mineral. La concentracion alimentada se
aumentd progresivamente, desde 20 ppm, hasta 200 ppm,, para evitar problemas de
inhibicion en la actividad de los microorganismos sulfuroxidantes. En esta etapa el
bioreactor se operd con una v, de 3.4 m-h™ un TRL de 6 horas y un TRG de 75 s, dentro
de los rangos tipicos de operacidn de biofiltros percoladores. Durante la operacion del
reactor también se monitorizaron la concentracion de sulfato y la concentracion de
biomasa en la biopelicula, utilizando cromatografia ionica y analisis de proteina

respectivamente.
4.1.2.3. Respirémetro heterogéneo

La biopelicula sulfuroxidante se cultivd sobre el lecho de un respirometro
heterogéneo (Figura 4.7a), reproduciendo las condiciones de crecimiento de un biofiltro

percolador industrial.

Los elementos que constituyen el sistema experimental utilizado para la operacion
del respirometro heterogéneo son: el BFP, el sistema de impulsion de las fases gas y
liquido, y el sistema para la monitorizacion y el control del reactor. La posicion de los

diferentes elementos en el bioreactor se detalla en el diagrama de la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Diagrama detallado del sistema experimental utilizado en la operacion del respirémetro heterogéneo.

Figura 4.7. (a) Imagen del sistema experimental que conforma el respirdmetro heterogéneo. (b) Detalle de la
columna del BFP.

El principal elemento del sistema es el bioreactor, de 50 cm de altura y 6 cm de
diametro, fabricado en PVC transparente. El lecho bioldgico, formado por anillos
plasticos tipo Pall de 16 mm de didmetro, ocupaba una altura de 26 cm de columna
(volumen util de 0.73 L). La parte inferior de la columna, de 4 cm de altura, se utilizd
como decantador para la fase liquida (volumen de 126 mL), mientras que la parte
superior de la columna, de 20 cm de altura, se utiliz6 como reservorio de la fase gas
(volumen de 630 mL).

Este bioreactor se disefio especificamente para caracterizar la actividad de los
microorganismos mediante respirometria (Bonilla-Blancas et al. 2015), por este motivo

su operacion difiere de la de los BFP convencionales. En este sentido, el bioreactor se
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disefio para operar en modo discontinuo, utilizando un compresor de gas (Gas pump
3112, Boxer, Reino Unido) y una bomba peristéltica (Masterflex 77200, Cole-Parmer,
USA) para recircular en contra-corriente la fase gas y la fase liquida respectivamente.

La operacion del reactor se llevo a cabo monitorizando el pH, la temperatura, el OD
en la recirculacion de la fase liquida y el porcentaje de oxigeno en la fase gas. EI pH y la
temperatura se monitorizaron utilizando un electrodo de pH con una sonda de
temperatura integrada (SenTix 82, WTW, Alemania), mientras que el OD se monitorizo
utilizando un sensor galvanico (CellOX 325, WTW, Alemania). La adquisicion y
almacenamiento de la sefial de estos dos sensores se realizé en continuo utilizando el
mismo equipo de adquisicion (Inolab Multi 740, WTW, Alemania). ElI pH de la fase
liquida se controld adicionando automéaticamente soluciones diluidas (1 M) de HCI y
NaOH con una microbureta de dispensacion (Multi-burette 2S-D, Crison, Espafa). La
concentracion de oxigeno en la fase gas se midio en linea, utilizando un sensor
electroquimico (SIDOR module OXOR-P, Sick, Alemania). La monitorizacion del
reactor se complet6 monitorizando puntualmente la concentracion de OD en la
biopelicula y la concentracion de sulfato en el decantador. Para ello, el reactor incorpord
un puerto de muestreo sobre la columna, que permitié la insercién de un microsensor de
OD en la biopelicula, y un puerto de muestreo en el decantador para la extraccion de
muestras de liquido que fueron analizadas por cromatografia ionica. Por Gltimo, el BTF
también incorpora un puerto adicional para la inyeccion de pulsos de sustrato en la fase
gas.

4.2. TECNICAS ANALITICAS

Las técnicas utilizadas en el analisis de la concentracion de proteina en la
biopelicula, la concentracion de solidos voléatiles de los inoculos, la concentracion de

glucosa y de especies ionicas (aniones) de la fase liquida, se presentan a continuacion.
4.2.1. Determinacion de la concentracion de proteina celular

Las muestras de biomasa extraidas de la biopelicula (0.1 mL) se analizaron siguiendo
el método presentado en Bradford (1976). Este método se basa en la reaccion de la
proteina contenida en las muestras con un reactivo especifico (Bradford Reagent
(B6916), Sigma-Aldrich, Alemania), dando lugar a un producto de color azul. La

intensidad de la coloracion azul de las diferentes muestras se analizd por
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espectrofotometria UV-Vis (Lambda 25, Perkin Elmer, USA). El valor de la
absorbancia se utilizo para cuantificar la concentracion de proteina en las muestras. El
método se calibr6 utilizando albumina (Bovine Serum Albumin (A9418-10G), Sigma-
Aldrich, Alemania) como patron. La recta de calibrado se utilizé para determinar el

rango de respuesta lineal.
4.2.2. Sélidos en suspension volatiles

Los solidos en suspension volatiles (SSV) de las muestras de biomasa se analizaron
para calcular su concentracion de biomasa. Los sélidos en suspension totales (SST) y
los SSV se analizaron siguiendo los métodos estandar (APHA 1998). De acuerdo con
estos métodos, una alicuota de las muestras de biomasa (de volumen conocido) se filtré
utilizando filtros de fibra de vidrio de 0.7 um (GF/F grade, Whatman, USA) pesados
previamente (P;). Después de esto, los filtros se secaron a una temperatura de 105°C
hasta observar un peso constante (P,). El incremento de peso de los filtros esta
provocado por la materia organica e inorganica en suspension presente en la muestra. La
relacién entre el incremento de peso (P2-P1) y el volumen de la alicuota permite
determinar la concentracion de SST. Después de esta etapa, los filtros se calcinaron a
una temperatura de 550°C durante 30 minutos. La pérdida de peso después de la
calcinacién (P3) se atribuye a la eliminacién de la materia organica retenida en el filtro.
La relacion entre la pérdida de peso de los filtros (P2-P3) y el volumen de las alicuotas

determina la concentracién de SSV.
4.2.3. Concentracién de glucosa

La concentracion de glucosa en la fase liquida se midi6 determinando el indice de
refraccion utilizando un refractometro electronico de laboratorio (Refracto 30GS,
Mettler Toledo, Suiza). Los valores de indice de refraccidn se transformaron a la escala
Brix, que define el porcentaje de sélidos disueltos en el liquido. Estableciendo la
relacion entre la escala de Brix y la concentracion de glucosa permite utilizar esta
medida para cuantificar el contenido en glucosa de las muestras (Grondin-Perez, Benne
y Chabriat 2006). EI método se calibro preparando diferentes patrones, de concentracion

entre 0 g-L™" y 15 g-L™*, y midiendo su indice de refraccion.
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4.2.4. Concentracion de iones

La concentracion de sulfato y tiosulfato en la fase liquida de los reactores se analizé
mediante cromatografia i6nica. Teniendo en cuenta las especificaciones del
cromatdgrafo (lon Pac AS9-HC, Dionex, USA), las muestras se prepararon para reducir
su conductividad por debajo de 1 mS-cm y para eliminar las particulas de tamafo
superior a 0.22 um. La conductividad de las muestras se midi6 utilizando una sonda
portatil (Multi 3420, WTW, Alemania). Las muestras se filtraron utilizando filtros de
jeringa de 0.22 um (Millex Syringe Units PTFE 25 mm, Millipore, Alemania). Los
analisis se llevaron a cabo inyectando en la columna 2 mL de muestra, utilizando
carbonato de sédico 9 mM como eluyente (Sodium carbonate anhydrous, ACS, Fisher
Scientific, USA), con un caudal de 1 mL-min™. Los resultados de cromatografia iénica
se analizaron relacionando el area de los diferentes iones presentes en el cromatograma
con su concentracion. Para ello, se analizaron patrones de concentracion conocida de los
aniones de interés. En este caso, los patrones se prepararon utilizando sales extra puras
de sulfato de sodio (Na SO, extra pure, Scharlau, Espafa) y tiosultato de sodio
(Na,S,05 extra pure, Scarlau, Espafia). Los patrones, de concentracion entre 0 mg-L™ y

50 mg-L™, se prepararon siguiendo el mismo procedimiento descrito para las muestras.

4.3. PROCESOS DE FABRICACION MICROELECTRONICA

Los nuevos microsensores presentados a lo largo de la tesis fueron fabricados en las
instalaciones de sala blanca del Instituto de Microelectrénica de Barcelona (IMB-
CNM). Estas instalaciones permitieron mantener controladas las condiciones de
temperatura, humedad, presién y particulas en suspension en el aire, durante la

fabricacion de los dispositivos.

Los dispositivos microelectronicos se desarrollaron utilizando tecnologia de sistemas
micro-electromecanicos (MEMS). Esta tecnologia se basa en la deposicion de capas
finas (en el orden de nandmetros y micrometros) de diferentes materiales y permite
fabricar dispositivos con detalles en la escala de micrometros. Las técnicas de
microfabricacion se dividen en tecnicas de deposicion o crecimiento, de fotolitografia y
de grabado. Los procesos utilizados en la fabricacion de los microsensores MEMS

presentados en esta tesis se presentan a continuacion.
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4.3.1. Técnicas de deposicion y crecimiento
4.3.1.1. Crecimiento térmico

La utilizacion de una oblea de silicio como sustrato, para la fabricacion de los
microsensores, requirid la modificacion de su superficie para darle propiedades
dieléctricas. Para ello, se utilizé un proceso de crecimiento térmico, en el que el sustrato
se oxido a d6xido de silicio utilizando oxigeno y agua como agentes oxidantes, mientras
la oblea se calentaba entre 1000°C y 1300°C.

La pasivacion de los dispositivos utilizando oxinitruro de silicio, se llevd a cabo
mediante una etapa de crecimiento térmico en la que la capa de silicio depositada se
oxido utilizando nitrégeno y amoniaco como oxidantes. En el crecimiento del oxinitruro

de silicio, las obleas se sometieron a una temperatura de 380°C.

Los diferentes procesos de crecimiento térmico se desarrollaron en un horno
(ASMaster-2000 RTCVD furnance, Annealsys, Francia) situado en las instalaciones de
sala blanca del IMB-CNM. Este horno permitié controlar exhaustivamente el flujo de

gases reactivos y la temperatura, asegurando un crecimiento uniforme de las capas.
4.3.1.2. Procesos de deposicién catodica

La deposicion de las capas de Ti-Ni-Au sobre las obleas de silicio se llevo a cabo
utilizando un proceso de pulverizacion catddica (sputtering). Esta técnica permitio la
deposicién de capas finas de los metales con un espesor controlado (10 nm). El sistema
utilizado consiste en una cdmara de vacio con un catodo y un anodo en su interior. La
matriz del metal a depositar y las obleas se sitian en el catodo y el anodo
respectivamente. Los atomos de metal se extraen de la matriz bombardeandola con un
flujo de plasma. Los 4tomos de metal liberados se depositan seguidamente sobre el

sustrato situado en el a&nodo.

El espesor y las caracteristicas de las capas depositadas se controlaron variando las
condiciones de vacio (entre 1 mbar y 10° mbar). La mejora de las condiciones de vacio
en la cAmara durante la deposicion de las capas metalicas redujo la contaminacion de la

capa y mejoro su adherencia.
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4.3.1.3. Evaporacion térmica en vacio

La deposicion de las capas de Ti-Au sobre la oblea de Kapton (pelicula de poliamida
de entre 100 um y 200 um de espesor) se realiz6 mediante un procedimiento menos
agresivo para el sustrato. Las capas de metal se depositaron utilizando un procedimiento
de evaporacion en vacio, que permitio controlar exhaustivamente el espesor y las
caracteristicas de las capas. En este caso, el sistema utilizado consiste en una cdmara de
vacio donde se sitdan la matriz de metal y las obleas. Los atomos de metal se evaporan
bombardeando la matriz con un haz de electrones, y posteriormente se transportan hasta
el sustrato donde tiene lugar la nucleacion y el crecimiento de la capa fina. La pureza de
las capas de metales es un parametro critico en este procedimiento. En este sentido la
homogeneidad elemental de las capas depositadas se mejor6d trabajando en unas

condiciones de vacio por debajo de 10 mbar.
4.3.1.4. Deposicion de fotoresinas por centrifugacion

La deposicién de las fotoresinas utilizadas en la fotolitografia y en la pasivacién de
los microelectrodos (utilizando SU-8), se realizd utilizando un procedimiento de
centrifugacion. El recubrimiento por centrifugacion de las fotoresinas consistio en su
deposicidn, en estado liquido, sobre el sustrato que gira a una velocidad controlada. La
velocidad de rotacion, la aceleracion y la viscosidad de la fotoresina (en estado liquido)
define el espesor de la capa depositada. Después de su deposicidn las resinas se curaron

exponiéndolas a radiacién UV.
4.3.2. Fotolitografia

La deposicion de las diferentes capas de metales y dieléctricos se realiz6 sobre la
superficie de toda la oblea. La geometria de las diferentes capas se definié mediante un
proceso de fotolitografia. En este proceso los motivos del sensor, definidos en la etapa
de disefio, se transfirieron a la oblea utilizando una mascara. Las méascaras son laminas

de cuarzo sobre las que, utilizando una capa de cromo, se definen los detalles del sensor.

El proceso fotolitografico utilizado en la fabricacion de los microsensores vario en
funcién del método utilizado para grabar los motivos. En este sentido se utilizaron
fotoresinas positivas cuando los motivos se definieron mediante un grabado humedo, y
fotoresinas negativas cuando se utilizd6 un método de grabado indirecto. La principal

diferencia entre los dos tipos de resina es su reaccion al ser irradiadas con luz UV. Las
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fotoresinas positivas solubilizan la zona irradia con luz UV, y las fotoresinas negativas

polimerizan la zona irradiada.

Las diferentes etapas del proceso fotolitografico se muestran en la Figura 4.8. El
primer paso en el proceso fotolitografico consiste en la deposicion de una resina
fotosensible, que varia su solubilidad al ser irradiada con luz UV. A continuacion, las
mascaras se alinean sobre la oblea, que es irradiada con luz UV. La irradiacion provoca
la disolucion de la resina en las zonas que no se desean transferir. Esta resina es
eliminada sumergiendo la oblea en una solucioén alcalina (revelado). De esta manera los

motivos definidos en la mascara son transferidos a la resina depositada.

En la siguiente etapa del proceso de microfabricacion, las zonas no protegidas por la
fotoresina son atacadas mediante alguno de los procesos de grabado descritos en la
siguiente seccion. Por ultimo la resina es eliminada de la superficie de la oblea

(decapado).

—

A s sl Aaa s sd
| — S—

—

Revelado

Irradiacion UV

Fotoresina negativa/ \ljotoresina positiva

Grabado
Decapado [] Capafina

Figura 4.8. Etapas del proceso fotolitografico utilizando una resina positiva y una resina negativa.
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4.3.3. Grabado

Los métodos de grabado utilizados para definir los motivos de los microsensores
MEMS variaron en funcién del sustrato utilizado. En este sentido, los motivos sobre las

obleas de SiO, se definieron utilizando un grabado humedo, y los motivos sobre las
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obleas de Kapton se definieron utilizando un grabado indirecto. Los dos métodos de

grabado se definen a continuacion.
4.3.3.1. Grabado humedo

Los motivos sobre las de SiO; se definieron a partir de un grabado himedo. En este
proceso, la fotoresina actud de proteccion de las zonas donde se deseaba mantener la
capa fina. EI material no protegido por la capa de resina se elimind sumergiendo la
oblea en una solucion de composicion adecuada (HF para los metales y acetona para las
fotoresinas), que provocé la oxidacion o la reduccion de la capa fina. Esta reaccion

disolvio el material y definio la estructura protegida por la fotoresina sobre la oblea.
4.3.3.2. Grabado indirecto

Los motivos sobre las obleas de Kapton se definieron utilizando un grabado indirecto
(lift-off). ElI proceso (detallado en la Figura 4.9) se divide en 3 etapas.

(a)

A4 400 d Ae S804 :] Capa fina

[ 1 Oblea

I Fotoresina

—
==
]

(d)

Figura 4.9. Diagrama de las etapas del procedimiento de grabado indirecto o lift-off.

En la primera etapa se depositd una fotoresina negativa. Utilizando técnicas
fotolitograficas se definid la geometria de la capa fina a depositar, que en este caso
corresponde con la zona no protegida por la fotoresina. A continuacién, de depositaron
secuencialmente las capas finas de platino y oro, utilizando un método de evaporacion
en vacio, que cubrio la totalidad de la oblea. Los motivos se definieron eliminando la
fotoresina (decapado con acetona) y la capa fina depositada sobre ellas, definiendo la

geometria de los electrodos de platino y oro.
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5. DESSARROLLO DE UN MICROSENSOR DE OXIGENO
DISUELTO BASADO EN TECNOLOGIA MEMS PARA LA
MONITORIZACION DE BIOPELICULAS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo y la
caracterizacion del funcionamiento de un nuevo microsensor de OD, fabricado
utilizando tecnologia de microfabricacion y disefiado especificamente para la
monitorizacion de biopeliculas.

Resumen

La tecnologia de sistemas micro-electromecéanicos (MEMS) ha sido utilizada para
fabricar un microsensor de OD, disefiado especificamente para la monitorizacion de
biopeliculas. El sensor consiste en una matriz de 11 microelectrodos circulares y un
electrodo auxiliar rectangular, microfabricados en oro sobre una aguja de Pyrex. El
microsensor se fabricd utilizando 3 didmetros de electrodo, y sus respuestas fueron
caracterizadas y evaluadas en diferentes condiciones. Los tres disefios mostraron una
respuesta lineal en el rango de OD entre 0 y 8 mg-L™, una elevada sensibilidad y
repetitividad, y unos limites de deteccién (<0.11 mg-L™) y de cuantificacién (<0.38
mg-L™) bajos. El microsensor se validd comparando su funcionamiento con un
microsensor de OD comercial de tipo Clark. Los dos microsensores se utilizaron para
obtener un perfil de OD en el mismo punto de una biopelicula heterotrofa cultivada en
un reactor biopelicula. La similitud entre los perfiles de OD obtenidos con los dos
microsensores confirmo la idoneidad del nuevo microsensor para la monitorizacion de
biopeliculas. Los resultados demostraron que la matriz de electrodos permite obtener un
perfil instantaneo midiendo la concentracion de OD simultdneamente en diferentes

puntos dentro de la biopelicula.
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5.1. INTRODUCCION

La mejora de las tecnologias de biofiltracion para el tratamiento de efluentes
gaseosos contaminados debe abordarse incrementando el conocimiento de los
fendmenos y mecanismos que controlan el crecimiento y actividad de las biopeliculas.
El estudio de las biopeliculas tiene como objetivo obtener informacion del proceso de

degradacion de los contaminantes.

La monitorizacion de diferentes especies, mediante la obtencién de perfiles de
concentracion en el interior de biopeliculas, puede utilizarse para explicar los procesos
de biodegradacion. La medida de gradientes de concentracion de las especies
involucradas permite describir los fendmenos de transporte de materia (Fu, Zhang y
Bishop 1994; Ning et al. 2012) y los biocinéticos (Yurt et al. 2003; Zhou et al. 2012).
Entre las diferentes especies que se pueden monitorizar en el interior de las biopeliculas,
el oxigeno es una de las mas importantes ya que es el aceptor de electrones en la

mayoria de los procesos bioldgicos aerobios.

Los microsensores son la herramienta mas apropiada para monitorizar la
concentracion de las diferentes especies en el interior de las biopeliculas (Denkhaus
et al. 2007). Las reducidas dimensiones que presentan los microsensores, entre 50 um y
5 um (Santegoeds, Schramm y De Beer 1998), proporciona una elevada resolucion
espacial en sus medidas, condicion necesaria para la monitorizacién (in situ) de
biopeliculas. Los microsensores disponibles para el seguimiento del OD en el interior de
las biopeliculas se basan en principios 6pticos (Klimant, Meyer y Kuhl 1995) y
electroquimicos (Revsbech y Jérgensen 1986).

La capacidad de los microsensores de OD, oOpticos y electroquimicos, para realizar
medidas continuas a tiempo real en volimenes pequefios, con un consumo de oxigeno
despreciable, ha permitido la utilizacion de estos dispositivos en numerosas aplicaciones
(Kdhl etal. 1998; Gao 2010; Okabe et al. 1999). Entre estas aplicaciones destaca el
estudio del consumo biologico de oxigeno en el interior de biopeliculas, campo en el
que han sido muy utilizados (Zhou et al. 2009; Hibiya et al. 2004; Chiu et al. 2007;
Juhler et al. 2009). La principal ventaja de los microsensores opticos es la estabilidad de
la medida de OD, que no esta sujeta a interferencias electromagnéticas. Sin embargo, la
tecnologia utilizada en la operacion de los microsensores Opticos presenta una elevada

complejidad. La deteccion oOptica del OD requiere la generacion de una radiacion
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monocromatica en el espectro visible. Las fuentes utilizadas para la generacion de esta
radiacion no son econdmicas y la fabricacion de fuentes portatiles que proporcionen una
radiacion estable no ha sido optimizada. Ademas, la luz ambiental genera interferencias
en la adquisicién y trasmision de la sefial, dificultando la utilizacion de estos

microsensores.

Los microsensores amperométricos ofrecen una operacion mas simple, una elevada
sensibilidad y un disefio flexible de los dispositivos. Los microsensores de tipo Clark
son los microelectrodos electroquimicos mas utilizados para la monitorizacion de
biopeliculas (Santegoeds, Schramm y De Beer 1998; Hibiya et al. 2004; Ning et al.
2012) y sedimentos (Kuhl etal. 1998; Gieseke y de Beer 1999; Gao et al. 2010; Liu
et al. 2015). Este tipo de microsensores se fabrican artesanalmente a partir de capilares
de vidrio. Los principales problemas generados por este proceso de fabricacion son la
elevada fragilidad de los microelectrodos, el elevado coste de fabricacion por

dispositivo y la variabilidad del tamafio de la punta entre diferentes sensores.

La adquisicion de perfiles de OD utilizando microsensores épticos y tipo Clark
requiere la utilizacion de un micromanipulador (de la Rosa y Yu 2006; Zhou et al.
2009) para obtener medidas de OD a lo largo de la profundidad de las biopeliculas. En
este sentido, la utilizacion de un sistema de posicionamiento complica el procedimiento

de adquisicion de los perfiles de concentracion.

El potencial de la tecnologia de sistemas micro-electromecanicos (MEMS) ha sido
aprovechado para disefiar microsensores que permiten solventar algunas de las
limitaciones que presentan los microsensores 6pticos y tipo Clark. La tecnologia MEMS
ofrece un enfoque muy versatil en el disefio y fabricacion de microelectrodos. Las
técnicas de microfabricacién permiten la fabricacion de dispositivos con electrodos de
diferentes tamafios, geometrias y disposiciones (Bonilla etal. 2011; Guimera et al.
2012; Gabriel etal. 2007). Esta flexibilidad en el disefio permite disefiar sensores
especificos para una aplicacion. Ademas, las técnicas de microfabricacion permiten la
produccién en masa, reduciendo el coste de los sensores. Diferentes trabajos han
utilizado esta tecnologia para desarrollar microsensores de OD que intentan mejorar el
funcionamiento de los microsensores comerciales para la monitorizacion de biopeliculas
(Lee, Lim, etal. 2007; Liu et al. 2009; del Campo et al. 2007). El funcionamiento de

este tipo de microsensores para la deteccion y cuantificacion del oxigeno se basa en el
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principio amperométrico para la deteccion del OD, descrito en Wolff and Mottola
(1978). Siguiendo este principio, se aplica un potencial sobre los electrodos de trabajo
con el que se fuerza la reduccion del oxigeno (expresado en la Ecuacién 5.1 y en la
Ecuacion 5.2). El oxigeno se cuantifica midiendo la intensidad (proporcional a la

concentracion de OD) generada por la reduccion del oxigeno (reaccion de deteccion).

02 +2e + HZO —> HO; +0OH" Ecuacién 5.1
HOZ_ +2e + HZO —>30H" Ecuacion 5.2
02 +4e” +H 20 —>40H" Ecuacién 5.3

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de un nuevo
microsensor de OD. Los objetivos perseguidos en el proceso de desarrollo fueron
utilizar tecnologia MEMS para fabricar un microsensor disefiado especificamente para
la monitorizacién de biopeliculas, validar su respuesta para la deteccion del OD y

comprobar su funcionamiento para la monitorizacion de biopeliculas.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Disefio y microfabricacién de un microsensor de oxigeno disuelto

basado en tecnologia MEMS
5.2.1.1. Disefio de los microsensores

El microsensor de OD presentado en este capitulo (Figura 5.1) se disefid
especificamente para la monitorizaciéon de biopeliculas. La posibilidad de fabricar
dispositivos con varios electrodos, que ofrece la tecnologia MEMS, se aprovechd para
diseflar un nuevo microsensor con el objetivo de simplificar el procedimiento
experimental necesario para la adquisicion de perfiles de concentracién en el interior de
biopeliculas. EI microsensor se disefid6 como una matriz de 11 microelectrodos. Los
microelectrodos se dispusieron de manera equidistante y a lo largo de una linea recta.
Esta configuracion permite la adquisicion instantanea de un perfil de concentracion
monitoreando simultdneamente el OD en los electrodos que conforman la matriz de

microelectrodos (MEA).
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Figura 5.1. (a) Diagrama del disefio del microsensor, formado por una matriz de 11 microelectrodos circulares de oro
y un macroelectrodo rectangular de oro. (b) Detalle de la disposicion de 2 microelectrodos, donde se especifica los
conceptos diametro de electrodo (@) y distancia entre electrodos (S).

Las reducidas dimensiones de las biopeliculas (grosores entre centenares de micras y
pocos milimetros) y de los reactores en los que crecen, obliga en muchas ocasiones a
operar los microsensores utilizando un sistema de referencia integrado en el dispositivo.
Por este motivo, el disefio de la MEA integré un sistema de referencia. EI primer
microelectrodo circular se disefi6 como electrodo de pseudo-referencia, mientras que un
macroelectrodo rectangular (2.5 mm x 0.115 mm) de oro se incorporé en el disefio de la

MEA como electrodo auxiliar (CE).

La utilizacién del nuevo microsensor para la monitorizacion de biopeliculas, que
presentan una elevada variabilidad en sus dimensiones, requiere cierta flexibilidad en la
distancia entre los puntos monitoreados. Para ello se disefiaron tres microsensores
diferentes utilizando la configuracion que se muestra en la Figura 5.1. Las

caracteristicas de los 3 disefios se detallan en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Diametro de los electrodos y distancia entre electrodos utilizados en el disefio y fabricacion de los 3
microsensores.

Disefio @ [um] S [um]
D1 50 50
D2 25 50
D3 10 25

5.2.1.2. Fabricacién de los microsensores

Los microsensores disefiados fueron fabricados en las instalaciones de sala blanca del
Instituto de Microelectronica de Barcelona (Espafia), utilizando los procedimientos

habituales en fabricacién microelectrénica, descritos en la seccion 4.3.
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El sustrato utilizado en la fabricacion del microsensor fue una oblea de Pyrex (500
um) sobre la que se depositaron tres capas de metales (Ti-Ni-Au) mediante un proceso
de pulverizacion catddica (sputtering) (etapas a y b de la Figura 5.2). A continuacion,
los electrodos y las pistas se grabaron sobre la oblea utilizando procedimiento de
fotolitografia para transferir los motivos y un grabado humedo para definir las
estructuras sobre la oblea (etapa c¢ de la Figura 5.2). La microfabricacion del sensor se
completo definiendo el area activa de los electrodos y las conexiones. Para delimitar la
superficie util de los electrodos y las conexiones se deposité sobre la oblea un material
pasivante o dieléctrico (etapa d de la Figura 5.2). La superficie activa de los electrodos y
conectores se definid sobre la pasivacion en un proceso fotolitografico (etapa e de la
Figura 5.2). En el presente trabajo se analizé la utilizacion de 2 materiales diferentes
para la pasivacion de los electrodos, una capa de 1 um de oxinitruro de silicio y una

capa de 1.9 um de una fotoresina (SU-8).

(@)
:] Pyrex
] A
CIni
(b) | i

333338888 aayy L Pasivacion
k ]

3333333333338
e —— E————

=)

(e)

Figura 5.2. Etapas del proceso de microfabricacién del microsensor de OD. (a) Preparacion del sustrato, (b)
deposicion de las capas de metales, (c) definicion de los electrodos y pistas, (d) delimitacion de la superficie Gtil con
un material pasivante.

Una vez finalizado el proceso de microfabricacion, la oblea (Figura 5.3a) se cort6
para obtener los sensores individuales, que se soldaron sobre tiras de placa de circuito

impreso (PCB) utilizando una unién de hilo de oro (wire-bonding). El dispositivo
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resultante se encapsulo (Figura 5.3b) utilizando un polimero foto-curable, para aislar las

conexiones (entre el sensor y la PCB) de la solucién.

(a)

Figura 5.3. (a) Diagrama del disefio de una oblea sobre la que se fabricaron los sensores individuales. (b)
Microsensor individualizado soldado sobre un sustrato de PCB y encapsulado con una resina foto-curable.

5.2.2. Limpiezay pre-tratamiento de los electrodos

Antes de la caracterizacion del microsensor fue necesario eliminar las particulas e
impurezas depositadas sobre la superficie de los electrodos durante el proceso de
fabricacion y su posterior almacenamiento. Este fendmeno, acentuado en electrodos
descubiertos, provoca la disminucién del area activa de los electrodos que disminuye la

sensibilidad en la medida de OD.

La limpieza y pre-tratamiento de los electrodos tiene como objetivo eliminar las
particulas depositadas sobre los electrodos y reducir las impurezas formadas en su
superficie. El procedimiento se divide en dos etapas, una mas suave que consiste en la
limpieza de los electrodos en diferentes soluciones y una segunda que consiste en una

activacion electroguimica de los electrodos.

La limpieza de los electrodos se realiza mediante tres lavados consecutivos de 5
minutos en tres soluciones diferentes. En primer lugar se utiliza una solucion para la
limpieza de componentes oOpticos (Helmanex 111, Hellma Analytics, Alemania) con el
objetivo de eliminar restos organicos de la superficie de los electrodos. A continuacion
se sumerge el sensor en acetona para eliminar restos de resina (residuo del proceso de

fabricacion). La limpieza de los electrodos se finaliza sumergiendo el microsensor en
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isopropanol, y enjuagandolo en agua destilada antes de empezar el procedimiento de

activacion electroquimica.

El proceso de activacion persigue eliminar impurezas generadas sobre la superficie
de los electrodos durante el proceso de fabricacion. Las elevadas temperaturas que se
alcanzan en las diferentes etapas generan una fina capa de oxido sobre los electrodos
que se debe eliminar para maximizar la sensibilidad de los microsensores. En este
trabajo se estudiaron 4 métodos electroquimicos para la activacion de superficies de oro
(Fischer et al. 2009). Los métodos probados se detallan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Métodos electroquimicos utilizados para la activacion de electrodos de oro (Fischer et al. 2009).

Método de Descripcion
activacion
KNO; CP Se sumergen los electrodos en una solucién de KNO;3 (0.1 M) y se aplican escalones de potencial de

-2 V durante 5s, con periodos de descanso (0 V) de 5s.

H,SO, VC Se sumergen los electrodos en una solucién diluida de H,SO, (0.05 M) y se aplican ciclos de
potencial de hasta observar un voltamperograma estable (aproximadamente 12 ciclos). Los ciclos de
potencial se aplican entre -400 mV y -1400 mV (vs. Ag/AgClI), con una velocidad de barrido de 100
mv-s™.

KOH BL Los electrodos se sumergen en una solucién de KOH (0.05 M). Se aplica un ciclo de potencial desde -

200 mV hasta -1200 mV (vs. Ag/AgCl), con una velocidad de barrido de 50 mV-s™.

H,O,+KOH Los electrodos se sumergen durante 10 minutos en una solucién de KOH (0.05 M) y un 25% de H,0,.

La respuesta de los electrodos se caracterizo electroguimicamente antes y después de
la activacion. La caracterizacion electroquimica se realizd6 mediante voltamperometria
ciclica en una solucion de ferricianuro sédico. Las propiedades redox de este analito,
perfectamente conocidas sobre electrodos convencionales, permite utilizarlo como
sonda electroquimica. Los corrientes de pico observados en los voltamperogramas,
provocados por las reacciones de reduccion y oxidacién de las especies de hierro,
permiten determinar el area activa de los electrodos. La relacion entre el area activa y el
area real (valor de disefio) permite determinar el estado de activacion de los electrodos.
En el presente trabajo los voltamperogramas se obtuvieron sumergiendo los electrodos
en una solucién de Fe(CN)s>/Fe(CN)s*™ (0.01 M) y KNO3 (0.1 M). Los electrodos se
sometieron a un barrido circular de potencial entre 500 mV y -200 mV con una
velocidad de barrido de 100 mV-s™.

La preparacion del microsensor se finalizo sometiendo el microelectrodo circular
disefiado como pseudo-referencia a un tratamiento de anodizacion. El objetivo del

tratamiento fue formar una fina capa de 6xido sobre el electrodo de oro, mejorando su
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estabilidad y reduciendo su deriva de potencial. La anodizacion se llevo a cabo
mediante un protocolo estandar (Murphy, Barr y Hahn 1976). Para ello, el electrodo se
sometio a una voltamperometria ciclica durante cinco horas utilizando un electrodo de
referencia (RE) y un CE externos. La voltamperometria se realiz6 variando el potencial
entre -1 V' y 0.5 V (vs. Ag/AgCl), con una velocidad de barrido de 25 mV-s™, en una
solucion 0.1 M de KNOs.

5.2.3. Medida del oxigeno disuelto utilizando el microsensor MEMS

El sistema experimental necesario para la monitorizacién del OD utilizando el
microsensor (Figura 5.4a), estd formado por una celda de 3 electrodos y un

potenciostato.

Figura 5.4. (a) Sistema experimental para la utilizacion del microsensor en la deteccién del OD. El sistema
experimental estd formado por un potenciostato (1), una celda convencional de 3 electrodos (2) y un ordenador para
la comunicacion del potenciostato (3). (b) Detalle de la celda convencional de 3 electrodos formada por WE del
microsensor (4), un RE externo (5) y un CE externo (6) sumergidos en una solucién electrolitica (7).

La celda electroquimica de 3 electrodos (Figura 5.4b) la conforman al menos un
electrodo de trabajo (WE), un electrodo de referencia (RE) y un electrodo auxiliar (CE),
sumergidos en una solucion salina. El papel de cada electrodo en la deteccion del
oxigeno se describe a continuacidén. Sobre los electrodos de trabajo se aplica un
potencial de forma controlada y se facilita la transferencia desde el medio de los
electrones liberados en la reduccion del oxigeno. El electrodo de referencia actia como
la segunda semi-celda necesaria en la reaccion electroquimica de reduccién. ElI RE, que
debe presentar un potencial conocido y estable, se utiliza para medir el potencial al que
estan sometidos los electrodos de trabajo. Por altimo, el electrodo auxiliar se encarga de
equilibrar el potencial de los electrodos de trabajo captando los electrones trasferidos

desde el medio hasta su superficie.
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El sistema de referencia (RE y CE) utilizado en la operacion del microsensor puede
estar formado por los electrodos que integra el microsensor para este propdsito
(apartado 5.2.1.1.), o por un RE y un CE externos. El sistema de referencia externo lo
formaron un electrodo comercial de Ag/AgCl (3 M) como RE (REF321, Radiometer
analytical, Francia) y un electrodo de anillo de platino como CE (MC3051Pt,
Radiometer analytical, Francia).

La polarizacion de los electrodos y la adquisicion de las intensidades generadas por
las reacciones electroquimicas de deteccion se llevo a cabo utilizando un potenciostato
de 8 canales (1010C, CH-Instruments, USA). Teniendo en cuenta que el potenciostato
utilizado dispone de 8 canales, s6lo 8 de los WE disponibles se utilizan en la operacion

del sensor.

La deteccion del OD se lleva a cabo aplicando un potencial capaz de reducir el
oxigeno sobre los 8 WE. Este potencial depende principalmente del RE utilizado y de
las condiciones de pH de la solucion en la que estdn sumergidos (medio de medida). El
potencial de polarizacion se determina para cada solucion en la que se utiliza el
microsensor mediante un analisis de barrido lineal de potencial. La corriente generada
en la reaccion electroquimica de deteccién, proporcional a la concentracion de analito,

se utiliza para cuantificar el OD en la superficie de cada WE.

La ausencia de una membrana entre el sistema de deteccién y el medio de medida
provoca que el oxigeno difunda directamente sobre la superficie de los electrodos (WE).
Este fendbmeno incrementa la velocidad y sensibilidad del microsensor, pero introduce la
necesidad de sumergir un RE y un CE en el medio de medida, que debe permitir la

circulacion de los electrones.

La intensidad generada por la reduccion del OD sobre la superficie de los WE, (1)
puede calcularse tedricamente a partir de la ecuacion de corriente limite controlada por
el transporte de materia. En Bond et al. (1988) se presenta la Ecuacién 5.4, que permite
calcular la corriente generada en funcion de la concentracion de OD y de las

caracteristicas de los electrodos.
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| - 4n-F-D,C,r
(4'L+1j Ecuacion 5.4

r

Donde n es el nimero de electrones transferidos en la reaccion de deteccion, F es la
constante de Faraday, Da es el coeficiente de difusién del analito en el medio de
medida, r es el radio de los electrodos, Ca es la concentracién de analito en el medio y L
es la altura de la capa de pasivacion.

5.2.4. Caracterizacion del microsensor de oxigeno disuelto

La caracterizacion del microsensor consistio en el estudio del funcionamiento de los
electrodos (WE) como sensores de oxigeno. Para ello se comprobd la respuesta
amperométrica de 8 WE de los tres disefios del sensor (D1, D2, D3) en el rango tipico
de concentracion del oxigeno en fase acuosa, entre 0 y 8 mg-L™. Los microsensores
fueron calibrados en una solucion de KNO; (0.1 M), utilizando un RE y un CE
externos. EI microsensor, el RE y el CE se sumergieron dentro de una celda (Figura
5.4a) con la solucién electrolitica. La concentracion de oxigeno de la solucién
electrolitica, controlada con una sonda de oxigeno comercial (OXI 325, WTW;
Alemania), se varié burbujeando diferentes mezclas de aire (21% O,) y nitrégeno (0%
O,). El calibrado se llevé a cabo aplicando el potencial de reduccion del oxigeno sobre
los WE y midiendo la intensidad generada sobre los electrodos en las diferentes
concentraciones de oxigeno. La correlacion de las intensidades adquiridas con los
valores de concentracion de OD medidos se utiliz6 en la construccion de los diagramas
de calibracion. Mediante el analisis de los diagramas de calibrado se determiné la
linealidad de la respuesta del sensor (el rango de concentracion donde responde

linealmente), y la sensibilidad del sensor.

La calibracién de los microsensores se completd determinando sus limites de
deteccion (Lpop) Y cuantificacion (Loop). Estos se calcularon utilizando los estandares
de la IUPAC (Currie 1968). Las expresiones utilizadas en el calculo de los limites de
deteccion y cuantificacion se muestran en la Ecuacion 5.5 y la Ecuacion 5.6.
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L 3-Sg
D,OD S Ecuacién 5.5

oD

L 10-sg
Q0D S Ecuacioén 5.6

oD

Donde sg es la desviacion estandar de la intensidad medida por el microsensor en 10
blancos (solucion 0.1 M de KNO3; (0% Oy)) y Sop es la sensibilidad del sensor

(determinada a partir de los diagrama de calibrado).

El procedimiento de calibracion también se utilizo para determinar las caracteristicas
operacionales del sensor, analizando su respuesta en funcién del electrolito de soporte,

la concentracion de este y el pH del medio.
5.2.5. Validacion del microsensor para la monitorizacion de biopeliculas

La validacion del microsensor de OD para la monitorizacién de biopeliculas se
dividié en diversas etapas. En la primera etapa se analiz6 el funcionamiento del
microsensor utilizando el sistema de referencia integrado en el microsensor. La
sensibilidad y los limites de deteccion y cuantificacion del microsensor se determinaron
operando con el sistema de pseudo-referencia, y fueron comparados con los valores
presentados por el microsensor operado con el sistema de referencia externo (con un RE
de Ag/AgCI). La viabilidad del sistema de referencia integrado se completd
cuantificando la deriva de potencial del electrodo de pseudo-referencia (electrodo

circular de oro) respecto a un RE comercial (Ag/AgCl).

En la segunda etapa del proceso de validacion del microsensor se analizd su
funcionamiento en la obtencion de un perfil de concentracion de OD en el interior de
una biopelicula, utilizando como patron un perfil adquirido con un microsensor
comercial (OXI-25, Unisense, Dinamarca). La adquisicion de los perfiles de OD
utilizando el microsensor basado en tecnologia MEMS y el microsensor comercial tipo
Clark se realizo directamente sobre una biopelicula cultivada en el BPP-CA (descrito en
la seccion 4.1.2.1). Con la ayuda de un micromanipulador (MM3-2, Unisense,
Dinamarca) los perfiles de OD se obtuvieron en el mismo punto de la biopelicula para
reducir las diferencias en los perfiles provocadas por la heterogeneidad de la
biopelicula. La medida del OD en el interior de la biopelicula utilizando el microsensor
basado en tecnologia MEMS dio lugar a un perfil de concentracion de 8 puntos a lo

largo de 1 mm. Los perfiles de OD completos se obtuvieron en varios pasos
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desplazando verticalmente el sensor dentro de la biopelicula con la ayuda del

micromanipulador.

La validacién del microsensor se finaliz analizando la estabilidad de su respuesta a
largo plazo. Para ello, el estado de activacion de los electrodos se monitorizé evaluando
sus voltamperogramas (en una solucion de ferricianuro) durante un periodo de 35 dias.
La estabilidad del microsensor fue analizada en dos escenarios, en electrodos activados

inicialmente y en electrodos reactivados durante el seguimiento.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Caracterizacion del microsensor MEMS pasivado con oxinitruro de

silicio

La fabricacion del microsensor de OD disefiado se realiz6 utilizando una capa de
oxinitruro de silicio, de 1 um de espesor, para la pasivacion de los electrodos. La
siguiente etapa del desarrollo del microsensor fue la caracterizacion sus parametros de
funcionamiento. Para ello, se estudio la activacion del microsensor utilizando diferentes
métodos (Tabla 5.2), caracterizando electroquimicamente los electrodos en una solucion
de ferricianuro antes y después de la activacion. Seguidamente, los microsensores
activados se calibraron utilizando el procedimiento descrito en la seccién 5.2.4. Los
resultados obtenidos en estas dos etapas mostraron deficiencias en el funcionamiento
del microsensor. La caracterizacion de los electrodos después del procedimiento de
activacion mostr6 fallos en su respuesta. Los problemas para activar los electrodos
imposibilitaron el calibrado de los sensores y su utilizacion para la deteccion del OD

Los problemas en la activacién de los electrodos tienen su origen en impurezas sobre
la superficie de los electrodos. La presencia de impurezas sobre la superficie de los
electrodos se analiz6 inspeccionando la superficie de los electrodos con un microscopio

optico.

Los resultados de la inspeccion optica (Figura 5.5) no revelaron la presencia de
impurezas sobre la superficie de los electrodos. Sin embargo, estos resultados no
permitieron concluir sobre la presencia de impurezas a nivel microscopico. Los
problemas de funcionamiento pueden atribuirse a problemas tecnoldgicos durante la

fabricacion de los microsensores, que provocan la formacion de compuestos
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intermetalicos sobre la superficie de los electrodos, alterando la homogeneidad

elemental esperada.

|

\
P
f

Figura 5.5. Imagen de microscopio dptico de un electrodo de oro circular, de 50 um, del microsensor de OD con
pasivacion de oxinitruro de silicio.

Las principales causas que pueden explicar la formacion de compuestos
intermetalicos son: problemas con la barrera difusional de niquel, provocando la
difusion del Ti hacia la superficie de los electrodos y la formacién de compuestos de Ti-
Au, o la difusion de Si de la pasivacion hacia los electrodos formando compuestos de
Si-Au. Teniendo en cuenta que estos fendbmenos no pueden ser observados en un
microscopio optico, se aumentd el nivel de detalle del estudio analizando la superficie

de los electrodos mediante microscopia electronica, en la Figura 5.6.

25 um

Figura 5.6. Imagen obtenida en un SEM-ESB de un electrodo de oro circular, de 50 um, con pasivacion de oxinitruro
de silicio.

La inspeccion de la superficie de los electrodos, mediante microscopia electronica de
barrido con deteccion de electrones retrodispersados, revelé la presencia de
ramificaciones en la superficie de los electrodos (Figura 5.6). Estas marcas indican la

presencia sobre la superficie de los electrodos de elementos de diferente masa atomica,
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confirmando la formacidén de compuestos intermetalicos durante la fabricacion de los
sensores. Sin embargo, el analisis no permite distinguir entre los dos posibles

compuestos intermetalicos.

Lin etal. (2008) observaron la formacién de compuestos intermetalicos de Si-Au,
formados por la migracion de atomos de Si sobre una matriz de Au al aplicar un
tratamiento térmico por encima de la temperatura eutéctica (363°C).En la etapa del
proceso de fabricacion donde se deposita el oxinitruro de silicio sobre la oblea se
alcanzan temperaturas superiores a 380°C. Por este motivo, aunque no existen pruebas
definitivas sobre la formacion de compuestos de Si-Au, se decidid6 modificar la
fabricacion del microsensor sustituyendo el material dieléctrico utilizado en la
pasivacion de los electrodos por una resina fotocurable (SU-8) depositada a bajas
temperaturas. Los microsensores fabricados utilizando una capa de SU-8, de 1.9 um de
espesor, para la pasivacion de los electrodos también se analizaron mediante
microscopia electrénica de barrido para comprobar que el problema de formacién de

compuestos intermetalicos se habia solucionado.

Figura 5.7. Imagen obtenida en un SEM-ESB de un electrodo de oro circular, de 50 um, con pasivacion de SU-8.

En la Figura 5.7 se observa como la superficie de estos electrodos presenta
homogeneidad elemental, indicando que la sustitucién del material de pasivado elimind
los problemas en la fabricacién del microsensor. Los resultados que se presentan a
continuacion fueron obtenidos con microsensores fabricados utilizando SU-8 como

material pasivante.
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5.3.2. Caracterizacion del microsensor MEMS pasivado con SU-8

La viabilidad de los microsensores MEMS para la monitorizacion del OD se
comprob6 después de su fabricacion. En primer lugar se establecid el procedimiento
Optimo para la activacion de los electrodos. A continuacion se caracterizaron los
parametros de funcionamiento del microsensor y se establecieron los limites para su

utilizacion.

5.3.2.1. Activacion y caracterizacion electroquimica del microsensor de

oxigeno disuelto

El procedimiento de activacién de los electrodos del microsensor se estudid
utilizando diferentes métodos para la limpieza de superficies de oro (Tabla 5.2). En la
Figura 5.8 se muestran los voltamperogramas obtenidos en la caracterizacion
electroquimica de los electrodos antes y después de su activacion electroguimica

utilizando los diferentes métodos.

100
—— KNO, CP (a)
H,SO, VC
—— KOH BL
50 A H,0,+KOH
—— Electrodos no activados
T o
-50 -
-100 T T T .
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E[V]

Figura 5.8. Voltamperogramas ciclicos de un electrodo de oro circular, de 50 um, en una solucidén de ferricianuro
(0.01M), antes y después de su activacion utilizando 4 métodos presentados en la Tabla 5.2, donde se observa el pico
de intensidad de oxidacion (a) y el de reduccion (b).

El método déptimo de activacion se seleccioné a partir de la comparacion de la
caracterizacion electroquimica de los electrodos antes y después de su activacion
utilizando los 4 métodos. En la Figura 5.8 se puede observar como la intensidad de pico,
generada por la oxidacion de las especies de Fe (I1), aumenta después de la activacion
de los electrodos. El aumento de la intensidad de pico revela que el area activa de los
electrodos aumenta después de la activacion, confirmando la reduccion de las impurezas
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en la superficie de los electrodos. La presencia en el voltamperograma del pico de
oxidacion y del pico de reduccion indica una activacion dptima de los electrodos. En
este sentido, la viabilidad de los métodos KNO3; CP, H,SO, CV y KOH BP para la
activacion de los electrodos quedd demostrada. Sin embargo, se observé que utilizando
el método H,0,+KOH no fue posible eliminar completamente las impurezas de la
superficie de los electrodos, ya que en el voltamperograma medido después de la

activacion utilizando este método no se observé pico de reduccion.

Durante el proceso de seleccion del método de activacion, también se evaluo la
viabilidad de utilizar los diferentes métodos para la regeneracion de microsensores
desactivados con el uso (deposicion de particulas y oxidacion de la superficie de oro).
Con este objetivo, se estudid el efecto de una segunda activacion, utilizando los 4
métodos, sobre la respuesta electroquimica de los sensores. Los resultados de este
estudio revelaron que los métodos que ofrecian una activacion optima (KNOjz; CP,
H.SO, CV y KOH BP) tenian un efecto negativo en la respuesta del sensor en una
posterior activacion. La agresividad de estos métodos provoco la fisura del pasivado,
modificando el area real de los electrodos y dando lugar a voltamperogramas
incoherentes. Por este motivo, el método menos agresivo (H,O,+KOH) fue
seleccionado para la activacion de los electrodos. Teniendo en cuenta que el estudio
previo reveld que este método no elimina completamente las impurezas de los

electrodos, se modifico para mejorar sus resultados en la activacion de los electrodos.

La activacion de los electrodos utilizando el método H,0O,+KOH se basa en la
generacion de burbujas de oxigeno (como resultado de la dismutacién del peréxido de
hidrogeno catalizada por los iones de hidroxido) que arrancan las impurezas incrustadas
en su superficie. Teniendo esto en cuenta, se varid la concentracién del reactivo,
pasando a utilizar una solucion de KOH (0.1 M) y un 33% de H,0O, (en lugar de la
especificada en la Tabla 5.2), y se aumento el tiempo de activacion a 1 hora. A pesar de
esta modificacion en el método, los reactivos continuaron agotandose antes de la
activacion optima de los electrodos (voltamperograma de electrodos activados con 1
lavado de la Figura 5.9). Este problema fue solventado renovando la solucion de los
reactivos agotados. Este método se optimizo estudiando la respuesta electroquimica de
un sensor después de diversas activaciones (Figura 5.9). Los resultados de la Figura 5.9
muestran como la intensidad de pico aumenta después de cada activacion (lavado),

confirmando que la renovacion de los reactivos influyo positivamente en la activacion

78



Disefio, caracterizacion y aplicacion de microelectrodos para el estudio de biopeliculas sulfuroxidantes

de los electrodos. Estos resultados mostraron que el estado de activacion de los
electrodos no mejoré después de 3 lavados (voltamperograma constante). Por este
motivo se seleccion6 en 3 el nimero dptimo de lavados necesarios para obtener una

activacion completa de los electrodos.

100
—— Electrodos no activados
—— Electrodos activados (1 lavado)
—— Electrodos activados (2 lavados)
Electrodos activados (3 lavados)
50 +
~
<
c 0 -
R
-50 A1
-100 +— . , -
-0.2 0.0 0.2 04 0.6
E[V]

Figura 5.9. Voltamperogramas ciclicos de un electrodo de oro circular, de 50 um, en una solucién de ferricianuro
(0.01M), antes de su activacion, después de una, dos y tres activaciones de 1 h utilizando el método H,0,+KOH
optimizado.

5.3.2.2. Caracterizacion de los parametros de funcionamiento del

microsensor MEMS

Los parametros de funcionamiento de los microsensores para la deteccion del
oxigeno disuelto se determinaron a partir de su calibrado. Teniendo en cuenta que la
respuesta amperométrica del sensor estd influenciada por el potencial aplicado, el
potencial de polarizacién Optimo se estudié antes de la caracterizacion de los

microsensores, estudiando su efecto sobre la respuesta del microsensor.

El valor optimo del potencial de polarizacion se determind en el andlisis de un
barrido lineal de potencial. El valor éptimo corresponde con el potencial en el que se
observa el pico de intensidad provocado por la reaccion electroquimica de reduccion del
oxigeno. En el caso del oxigeno la seleccion es mas compleja ya que la reduccion del
oxigeno tiene lugar en dos reacciones consecutivas (Ecuacion 5.1 y Ecuacion 5.2),

dando lugar a dos picos de intensidad consecutivos (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Resultados del barrido de potencial lineal de un WE de oro de 50 um, en una solucién de KNO; (0.1 M)
saturada de oxigeno (8 mg-L™), con una velocidad de barrido de 25 mV-s™, utilizando un RE externo. (a) y (b)
muestran los picos de corriente provocados por las reacciones de reduccion del oxigeno.

Los resultados de la Figura 5.10 muestran el inicio de la primera reaccion de
reduccion del oxigeno (Ecuacion 5.1) en un potencial entre -0.50 V y -0.70 V (vs.
Ag/AgCl), y el inicio de la segunda reaccion de reduccion (Ecuacion 5.2) en un
potencial entre -0.70 V y -0.90 V (vs. Ag/AgCl). Estos resultados indican que el
oxigeno puede ser detectado aplicando un potencial sobre los WE en el rango entre -
0.60Vy-0.90 V.

El valor 6ptimo de potencial en este rango se determing a partir del estudio del efecto
del potencial sobre la respuesta del sensor. En la Figura 5.11, se muestran los resultados
del calibrado del microsensor para la deteccion del OD utilizando diferentes potenciales
de polarizacion en el rango entre -0.60 V y -0.90 V (vs. Ag/AgCl). El potencial 6ptimo

se selecciond utilizando como criterio aquel que ofreciera la mayor sensibilidad.
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Figura 5.11. Rectas de calibrado de un microsensor del disefio D1 (WE de 50 um) utilizando diferentes potenciales
(vs: Ag/AgCl) para la polarizacion de los electrodos. Los puntos y las barras de error corresponden a la media y la
desviacion estandar de la intensidad medida por los 8 WE monitorizados.

En la Tabla 5.3 se muestran los pardmetros de las rectas de calibrado construidas

utilizando los resultados presentados en la Figura 5.11.

Tabla 5.3. Resumen de los resultados de calibrado de un microsensor del primer disefio (50 um) utilizando diferentes
potenciales para la polarizacion de los electrodos. La sensibilidad del microsensor corresponde a las pendientes de las
rectas de calibrado, mientras que la corriente residual corresponde al valor de la ordenada al origen.

Potencial polarizacion Sensibilidad Corriente residual
[V (vs. Ag/AgCl)] [nA-L-mg™] [nA]
-0.65 1.53+0.04 1.48+0.02
-0.70 1.66+0.05 1.46+0.03
-0.75 1.68+0.03 1.89+0.06
-0.80 2.04+0.04 1.19+0.04
-0.85 2.15+0.03 1.22+0.03
-0.90 2.11+0.05 1.92+0.05

Los resultados de la Tabla 5.3 muestran como la disminucion del potencial
incrementa la sensibilidad para la deteccion del OD. Este fendmeno se explica porque a
medida que disminuye el potencial se avanza hacia la reduccién completa del oxigeno.
Al intervenir mas electrones en la reaccion electroquimica, las intensidades medidas
para una misma concentracion de OD son mayores, aumentando también la sensibilidad
(Paliteiro 1994). Los resultados muestran que, tal y como describen del Campo et al.
(2007) y Wu et al. (2005), la sensibilidad maxima para la deteccion del OD se obtiene
polarizando los electrodos con un potencial en el que tiene lugar la reaccion global de

reduccidn (siguiendo la Ecuacién 5.3). En la Figura 5.10 se observa como este potencial
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se encuentra en el rango entre -0.85 V y -0.90 V. Los resultados de calibracién
obtenidos utilizando un potencial de -0.85 V y -0.90 V para polarizar los electrodos,
demuestran que una vez se ha alcanzado la reduccion completa del oxigeno, la
disminucion del potencial aplicado no aumenta la sensibilidad del microsensor para la
deteccion del OD. Ademas, estos resultados muestran que el corriente residual
(determinado extrapolando las rectas de calibrado) generado por el inicio de la
reduccion de los cationes H* presentes en el medio, crece cuando se disminuye el
potencial de polarizacion utilizado. Teniendo en cuenta estos resultados, se decidid
operar el microsensor para la detecciéon del OD utilizando un potencial de polarizacién
de -0.85 V (vs. Ag/AgCI). El potencial seleccionado ofrece la mayor sensibilidad, con

valores de corriente residual reducidos.

La respuesta de los 3 disefios de microsensor (Tabla 5.1) se caracteriz6 a partir de su
calibracion. Los resultados del calibrado experimental y tedrico (utilizando la Ecuacién

5.4) de los tres microsensores se muestran en la Figura 5.12.
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Figura 5.12. Rectas de calibrado de los tres microsensores para la deteccion del OD teéricas y experimentales. Las
rectas experimentales se construyeron correlacionando la concentracion de OD en el medio de medida y las
intensidades generadas aplicando un potencial de -0.85 V (vs. Ag/AgCl

Las rectas de calibrado experimentales (Figura 5.12), muestran una respuesta lineal
de los tres microsensores en el rango de concentracién de OD entre 0y 8 mg-L™. La
excelente linealidad obtenida, confirmada por los coeficientes de correlacion (r%)

mayores de 0.990, muestra que el sistema experimental no presenta problemas de ruido
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electromagnético. Por este motivo, se desestimo el uso de una caja de Faraday para la

operacion de los microsensores.

El andlisis de las rectas muestra como la sensibilidad de los microsensores disminuye
cuando se reduce el tamafio de los electrodos. Este fendmeno se explica porque la
intensidad medida para una misma concentracion de OD es mayor en electrodos mas
grandes. De este modo, el incremento en la intensidad medida cuando aumenta la
concentracion de OD es mayor en los electrodos méas grandes, y por lo tanto su
sensibilidad también es mayor. Analizando las rectas de calibrado se estimé la
sensibilidad de los tres disefios: 2.41+0.08 nA-L-mg™ para los electrodos de 50 um de
didmetro, 1.10£0.08 nA-L-mg™ para los electrodos de 25 pm y 0.35+0.02 nA-L-mg™
para los electrodos de 10 um. La sensibilidad de los sensores para la deteccion del OD
se validé comprobando que el aumento de la sefial entre dos muestras de concentracion
diferente era mayor al error asociado a la sefial (barras de error). Los resultados del
calibrado también revelan la presencia de una pequefia corriente residual en ausencia de
oxigeno debido al inicio de la reduccion de los protones sobre la superficie de los
electrodos. Los resultados de los calibrados experimentales mostraron una buena
concordancia con los resultados tedricos calculados utilizando la Ecuaciéon 5.4. La
diferencia entre los valores tedricos y experimentales se explica por el efecto de la
corriente residual, no contemplada en los resultados tedricos. Estos resultados permiten

validar el disefio y el funcionamiento de los tres microsensores.

Los limites de deteccion y cuantificacion se estimaron para los tres microsensores
utilizando la Ecuacion 5.5 y la Ecuacion 5.6. Los valores de estos pardmetros se

muestran en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Limites de deteccion (Lp op) Y cuantificacion (Lo op) de los tres microsensores (Tabla 5.1) de OD.

Diametro de electrodo Lp.op Lqop
[um] [mg-L] [mg-L7]
50 0.04+0.01 0.15+0.03
25 0.07+0.02 0.22+0.08
10 0.11+0.03 0.38+0.01

Los resultados de los limites de deteccion y cuantificacion presentan unos valores
bajos, en el rango de los que presentan los microsensores de OD comerciales (Tabla

5.5), que confirman la viabilidad de los microsensores para la deteccion del OD.
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Tabla 5.5. Principales parametros de funcionamiento del microsensor MEMS (desarrollado en este trabajo) y los sensores comerciales disponibles para la deteccion del OD.

Rango O, Lp [mg-L~ Resolucién Tiempo de
1

Método/Material o . Comentarios Referencia
analitico ] espacial [um] respuesta [s]
Electroquimico, electrodos 0-8 ppm 0.04+0.01 10-50 5 -8 medidas simultaneas Este trabajo
de oro
-Compatible con electrodos para la deteccion
de otros analitos
Sensor éptico 0-45 ppm 0.015+0.005 50 10 -Medidas en fase liquida y gas Presens
-Sin consumo de oxigeno (Alemania)
-Una Unica medida
-pH (1-14)
0-22.5 0.02 <50 1 -Muy fragil Loligo systems
(Alemania)
140 30 -Robusto
-Estable a largo plazo
0-200 mmHg - 250 20-30 -Flexible Oxford Optronix
-Compensacion de la temperatura manual (Reino Unido)
Electroquimico (tipo Clark), 0-8 ppm 0.01 10-500 1-3 -Una Unica medida Unisense

electrodos de oro
-pH (1-14) (Dinamarca)
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Por otro lado, las caracteristicas de funcionamiento del microsensor MEMS,
determinadas a partir de su calibrado, fueron comparadas con informacién bibliografica
de microsensores de OD (tanto dpticos como electroguimicos). Los resultados de la
Tabla 5.5 permiten comprobar que las caracteristicas de funcionamiento del
microsensor MEMS desarrollado (rango analitico en la fase liquida, y limites de
deteccion y cuantificacion), presentan valores similares a los de los microsensores
comerciales disponibles. Ademas, a diferencia de los microsensores comerciales, el
microsensor MEMS permite realizar 8 medidas de OD simultaneas (diferentes
electrodos de la MEA). Esta caracteristica permite simplificar considerablemente el
procedimiento experimental y el tiempo necesario para adquirir un perfil de OD en el

interior de biopeliculas.

Los microsensores fabricados utilizando tecnologia MEMS también presentan otras
ventajas. La tecnologia MEMS permite el desarrollo de microsensores para la deteccién
simultanea de diferentes analitos, incorporando varios tipos de electrodos en un solo
dispositivo (Lee et al. 2011; Lete et al. 2015; Akin et al. 2011). Por otro lado, el uso de
técnicas de microfabricacion ha permitido incrementar la robustez de los microsensores
manteniendo elevadas resoluciones espaciales en sus medidas (10 um). La fabricacion
en masa de este tipo de microsensores (400 microsensores por oblea en el trabajo actual)

reduce considerablemente el coste por unidad de estos microsensores.
5.3.2.3. Efecto del medio mineral en la respuesta del sensor

La medida de OD utilizando el microsensor MEMS estd influenciada por la
composicion y el pH del medio de medida. Esta influencia, provocada por el principio
de funcionamiento del microsensor MEMS de OD, limita su utilizacion a un rango
determinado de condiciones. La aplicabilidad de los microsensores en la caracterizacion
de biopeliculas se determind estudiando la influencia del medio mineral sobre la
respuesta del microsensor. Para ello se estudi6 el efecto de la composicion del medio y
el pH sobre la sensibilidad de un microsensor del disefio D1 (WE de 50 um). Este
disefio se selecciond porque su mayor sensibilidad facilita la apreciacion de diferencias

en su respuesta.

El efecto de la composicion del medio mineral se estudié evaluando la respuesta del
sensor en soluciones de diferentes electrolitos de soporte y diferentes concentraciones

de este. Para ello el microsensor se calibré en dos soluciones de KNO3, 0.01 My 0.1M,

85



Capitulo 5. Desarrollo de un microsensor de oxigeno disuelto basado en tecnologia MEMS para la
monitorizacion de biopeliculas

y dos soluciones de K;SQOy4, 0.01 M y 0.1 M. Los resultados de los 4 calibrados se
muestran en la Figura 5.13.
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Figura 5.13. Rectas de calibrado de un microsensor de OD (WE de 50 um) en 4 soluciones electroliticas diferentes.

Los resultados de los 4 calibrados (Figura 5.13), muestran que el electrolito de
soporte del medio no influye en la respuesta del sensor. Sin embargo, la concentracién
de electrolito tiene un pequefio impacto en la respuesta del microsensor, que se

cuantifico a partir del analisis de las rectas de calibrado (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Resumen de los resultados de calibrado de un microsensor (WE de 50 um) en diferentes soluciones
electroliticas.

Composicién medio Sensibilidad Corriente residual
mineral [nA-L-mg™] [nA]
0.01 M K;SO, 1.77+0.03 1.23+0.02
0.1 M K;SO, 2.01+0.06 1.60+0.05
0.01 M KNO3 1.75+0.04 1.71+0.04
0.1 M K;SO, 2.060.05 1.67+0.06

Los resultados del analisis de los calibrados de la Figura 5.13 permiten confirmar que
el uso de los diferentes electrolitos no modifica la sensibilidad del sensor para la
deteccion del OD (diferencias inferiores al 1%). Por otro lado, se cuantificdé la
disminucion de la sensibilidad en medios minerales diluidos, obteniendo sensibilidades

un 10% inferior cuando el medio mineral es diluido 10 veces.

El efecto del pH del medio de medida sobre el funcionamiento del microsensor es

muy importante debido a su configuracion de electrodos descubiertos. EI pH del medio
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electrolitico modifica la reaccion electroquimica (reaccion de deteccion) y el potencial
en el que tiene lugar. Este fendbmeno provoca la necesidad de estudiar el potencial de
polarizaciéon en funcion del pH cuando se trabaja con electrodos descubiertos. En la
Figura 5.14 se muestran los barridos de potencial de un WE (50 um) en una solucion de

KNO; (0.1 M), saturada en oxigeno (8 mg-L™), a diferentes pH.
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Figura 5.14. Resultados del barrido lineal de un WE de 50u m en una solucion de KNO3 (0.1 M) saturada de
oxigeno (8 mg-L-1) a diferentes pH. (a) pH 9.04, 8.30 y 6.30, (b) pH 4.13 y 3.52, y (c) pH 2.23.

Los resultados de la Figura 5.14 muestran como cuando aumenta el pH crece el
potencial en el que observamos el pico de intensidad provocado por las reacciones de
reduccidon del oxigeno. En la Figura 5.14c se observa como el potencial de reduccion del
oxigeno en una solucion electrolitica con un pH 2.23 se solapa con el potencial en el
que empiezan a reducirse los cationes H* del medio. Este fenomeno indica que a pH
inferiores las dos reacciones de reduccion ocurren simultdneamente y por lo tanto el

microsensor desarrollado no puede utilizarse para detectar el OD.

A partir del andlisis de los barridos de potencial, presentados en la Figura 5.14, es

posible cuantificar el efecto del pH sobre el potencial de deteccidon del oxigeno. Estos
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resultados permiten establecer el potencial de polarizacion para la deteccion del OD en
funcion del pH. En la Tabla 5.7 se muestra el valor de potencial utilizado en la

polarizacién de los WE en funcién del pH del medio de medida.

Tabla 5.7. Potencial de la reaccion electroquimica de reduccion (E.q) del oxigeno en funcién del pH del medio
electrolitico

Eeq del Oy
PH [V (vs. Ag/AgCl)]
2.23 -0.55
3.52 -0.65
4.13 -0.70
6.58 -0.85
8.30 -1.00
9.04 -1.00

El estudio del efecto del pH sobre la respuesta del sensor se complet6 analizando el
efecto del pH sobre la sensibilidad del microsensor. En la Figura 5.15 se muestra el
calibrado de un microsensor (WE de 50 um) en una solucion de KNO3 (0.1 M) a

diferentes pH.

OD[mg-L"]

Figura 5.15. Rectas de calibrado de un microsensor de OD (WE de 50 um) en una solucién de KNO3 (0.1 M) a
diferentes pH.

Los resultados de la Figura 5.15 no permiten identificar un comportamiento claro de
la sensibilidad del microsensor en funcion del pH. Para ello se analizaron
individualmente las rectas de calibrado. Los resultados del analisis se muestran en la
Tabla 5.8.
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Tabla 5.8. Resumen de los resultados de calibrado de un microsensor (WE de 50 um) en una solucién de KNO; (0.1
M) de diferentes pH.

oH Sensibilidad Corriente residual
[nA-L-mg™] [nA]
9.04 2.79+0.02 1.10+0.10
8.30 2.52+0.09 1.04+0.08
6.58 2.42+0.08 0.98+0.07
4.13 1.70+0.09 2.80+0.12
3.52 1.70+0.20 5.91+0.19
2.23 1.72+2.50 10.97+5.09

Los resultados de la Tabla 5.8 muestran una clara influencia del pH sobre la
sensibilidad para la deteccion del OD del microsensor. Los resultados del analisis
muestran que la sensibilidad del microsensor aumenta en medios alcalinos y disminuye
en medios &cidos. A pesar de la pérdida de sensibilidad que presenta el sensor en
medios &cidos, los valores que presenta (1.7+0.09 nA-L-mg™ en pH 4.13, 1.70+0.2
nA-L-mg™” en pH 3.52 y 1.72+2.5 nA-L-mg™ en pH 2.23) estan préximos al valor
observado en la caracterizacion del sensor de la seccion 5.3.2.2 (2.41+0.08 nA-L-mg™),
indicando que el sensor puede ser utilizado sin problemas para la monitorizacion del
OD. Sin embargo, tal y como se observé en la Figura 5.14, al disminuir el pH las
reacciones de reduccion del oxigeno y protones del medio se solapan, provocando un
aumento de la corriente residual en la respuesta de los microsensores. Este fendmeno
limita la operacién del microsensor en medios acidos. Los valores de corriente residual

(Tabla 5.8) sittan el rango de operacién del sensor en pH superiores a 3.52.
5.3.3. Estabilidad de la respuesta del sensor

La estabilidad del microsensor se evalud a partir del seguimiento periédico de su
respuesta electroquimica. A partir del valor de los picos de intensidad observados en los
voltamperogramas fue posible cuantificar el estado de activacion de los electrodos
durante el seguimiento. Los resultados de este seguimiento se muestran en la Figura
5.16 en dos escenarios diferentes, electrodos activados inicialmente y electrodos

reactivados a lo largo del seguimiento.
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Figura 5.16. Seguimiento de la intensidad de pico de los WE (50 um) en un microsensor activado inicialmente y un
microsensor reactivado periddicamente.

Los resultados de la Figura 5.16 muestran como los electrodos reactivados presentan
una intensidad de pico constante durante el seguimiento. Estos resultados demuestran
que la reactivacion de los electrodos permite mantener constante la sensibilidad para la
monitorizacién del OD. Por otro lado, el microsensor no reactivado presenta una
intensidad de pico que decrece a lo largo del tiempo. Estos valores indican la
desactivacion de los electrodos, causada por la deposicion de particulas y la oxidacién
de la superficie de los electrodos, que provoca la disminucién de su sensibilidad para la
deteccidn del OD. La disminucién de la intensidad de pico permite cuantificar en un

40% la pérdida en la activacion de los electrodos después de 5 semanas.

5.3.4. Integracion del sistema de referencia en el microsensor de oxigeno

disuelto

La monitorizacion de sistemas de dimensiones reducidas, como una biopelicula, no
permite la utilizacion de un sistema de referencia externo. Por este motivo la integracion
del sistema de referencia es muy importante para la utilizacion del microsensor MEMS
en un amplio rango de aplicaciones. El funcionamiento del sistema de pseudo-
referencia, integrado en el nuevo microsensor de OD, fue validado antes de su
utilizacion para la operacion del microsensor. La principal limitacion del sistema de
pseudo-referencia estd provocada por la utilizacion de un RE que no ofrece una
respuesta estable a lo largo del tiempo. La estabilidad del electrodo de pseudo-
referencia (electrodo de oro anodizado) se comprobd midiendo su deriva de potencial.
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En la Figura 5.17 se muestra el potencial de circuito abierto del electrodo de pseudo-
referencia respecto a un RE comercial de Ag/AgCI, en una solucion de KNO3 (0.1 M).
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-0.10

-012 _J/J——“M

-0.14 + T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo monitorizacion [s]

Figura 5.17. Potencial de circuito abierto del electrodo de pseudo-referencia (electrodo circular de oro) respecto a un
RE comercial (Ag/AgCl).

Los resultados de la Figura 5.17 muestran una deriva de potencial del electrodo de
oro de 0.68 mV-h™. Esta deriva sélo permite utilizar este sistema de referencia para
realizar medidas puntuales. La monitorizacion del OD a lo largo del tiempo requiere la

utilizacion de una referencia estable, y por lo tanto el uso de un RE externo

La principal diferencia en la respuesta del microsensor provocada por la utilizacion
del RE integrado en el microsensor es el desplazamiento de potencial, provocado por el
diferente potencial del RE. El desplazamiento del potencial respecto a un RE de
Ag/AgCl fue medido a partir del analisis de los voltamperogramas registrados

utilizando los dos RE, en la Figura 5.18.

Los resultados de la Figura 5.18 permiten cuantificar el desplazamiento de potencial
en 250 mV. Este desplazamiento debe tenerse en cuenta en la seleccion del potencial de

polarizacion de los WE para la deteccion del OD.
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Figura 5.18. Voltamperogramas de un WE (50 um) en una solucién de ferricianuro (0.01 M) y KNO; (0.1 M)
utilizando el RE de Au integrado en el microsensor y un RE externo de Ag/AgCI.

Después de la caracterizacion del electrodo de pseudo-referencia, el funcionamiento
del microsensor utilizando este sistema de referencia fue evaluado para la deteccion del
OD. En la Figura 5.19 se muestra la calibracion del microsensor (WE de 50 um) en una
soluciéon de KNO;3 (0.1 M) utilizando el sistema de referencia interno. EI potencial de
polarizacion utilizado se modificd en base al desplazamiento de potencial observado en

la Figura 5.18, utilizando un potencial de -600 mV (vs. Au).
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Figura 5.19. Calibrado de un microsensor (WE de 50 um) en una solucién de KNO; (0.1 M) utilizando el sistema de
referencia integrado en el microsensor.
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Los resultados del calibrado del sensor, utilizando el sistema de referencia integrado
(Figura 5.19) muestran una respuesta satisfactoria del sensor, con una sensibilidad de
2.07+0.07 nA-L-mg™. Teniendo en cuenta que estos resultados fueron obtenidos
utilizando un microsensor y un potencial de deteccion diferente, la pérdida de
sensibilidad no puede ser atribuida a la utilizacion del sistema de referencia interno. Los
limites de deteccidn y cuantificacion también fueron estimados, obteniendo un valor de
0.05+0.01 mg-L™ y 0.17+0.06 mg-L™. Estos resultados muestran una buena respuesta
del sensor utilizando el sistema de referencia interno, obteniendo valores de sensibilidad
y limites de deteccién y cuantificacion similares a los obtenidos en la caracterizacion

del microsensor (seccion 5.3.2.2).
5.3.5. Adquisicion de perfiles de oxigeno disuelto en el interior de biopeliculas

El funcionamiento del microsensor de OD desarrollado en este capitulo para la
monitorizacion de biopeliculas se validd utilizando la respuesta de un microsensor
comercial tipo Clark como patrén. Los dos microsensores se utilizaron en la adquisicion
de un perfil de OD en el mismo punto de una biopelicula heterétrofa. Teniendo en
cuenta el grosor de la biopelicula, superior a 1 mm, se utilizé6 un microsensor MEMS
del disefio D1 (WE de 50 um) para la validacion. Utilizando este microsensor se
adquirié un perfil de OD utilizando los 2 sistemas de referencia (externo (RE de
Ag/AgCl) e interno (electrodo de Au)). A pesar de que el microsensor MEMS se disefid
para adquirir perfiles de OD en el interior de la biopelicula sin la necesidad de un
sistema de posicionamiento, debido al grosor de la biopelicula los perfiles de OD se
obtuvieron tras 3 medidas consecutivas (3 perfiles de 8 puntos) moviendo el
microsensor en el interior de la biopelicula. Los perfiles de OD adquiridos con los

diferentes microsensores se muestran en la Figura 5.20.

Comparando los perfiles de OD adquiridos utilizando los diferentes microsensores
(en la Figura 5.20) se pueden observar como los tres perfiles presentan la misma
tendencia a lo largo la biopelicula. Sin embargo los valores de concentracion de OD en
los perfiles adquiridos utilizando el microsensor MEMS fueron mayores a los
adquiridos con el microsensor Clark. Del mismo modo la concentracion medida por el
microsensor MEMS utilizando el sistema de referencia integrado fue mayor a la medida

utilizando un sistema de referencia externo.
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Figura 5.20. Microperfiles de OD dentro de una biopelicula heterétrofa utilizando un microsensor comercial tipo
Clark y un microsensor basado en tecnologia MEMS (WE de 50 um) trabajando con un sistema de referencia externo
e interno.

La diferencia en la concentracion medida utilizando las dos configuraciones del
microsensor MEMS se mantuvo constante a lo largo del perfil (diferencias entre 0.3 y
0.7 mg-L™). Sin embargo, la diferencia en la concentracién medida en el inicio del
perfil utilizando el microsensor basado en tecnologia MEMS (6.4 mg-L™ con el sistema
de referencia externo y 6.8 mg-L™ con el sistema de referencia integrado) y el
microsensor Clark (6.1 mg-L™) fue aumentando a lo largo de la biopelicula. La
diferencia en las concentraciones medidas aumenta a partir de 600 um (diferencia entre
las concentraciones medidas por los dos microsensores superior a 1 mg-L™). Del mismo
modo, a partir de una profundidad de 1800 um el microsensor Clark detecta el
agotamiento del OD mientras que, de acuerdo con las medidas realizadas con el
microsensor basado en tecnologia MEMS, a una profundidad de 2400 um el OD todavia
no se habia agotado. Estas diferencias se pueden explicar por la mayor dimension del
microsensor MEMS, que con un grosor de punta de 500 um modifica la estructura de la
biopelicula cuando se mueve en su interior, provocando la entrada de medio mineral
(con una concentracion de OD mayor) en el interior de la biopelicula. Analizando los
resultados obtenidos en los tres perfiles (3 pasos) adquiridos con el microsensor MEMS,

podemos observar como las diferencias entre sensores observadas en el primer perfil
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son inferiores a las observadas en los 2 siguientes. Estos resultados indican que el
movimiento del microsensor MEMS en el interior de la biopelicula aumenta la
perturbacion en su estructura, afectando negativamente los resultados de la
monitorizacion. Sin embargo, la necesidad de mover el microsensor en el interior de la
biopelicula, no contemplado durante su disefio, puede solucionarse disefiando
microsensores con un mayor numero de WE que permita la monitorizacion de grosores

de biopelicula mayores.

5.4. CONCLUSIONES

El microsensor basado en tecnologia MEMS ha mostrado una excelente respuesta
para la monitorizacién del OD, exhibiendo una respuesta lineal en el rango entre 0 y 8
mg-L™* para los tres microsensores fabricados (WE de 50 um, 25 pm, y 10 um). Las
sensibilidades determinadas para los tres microsensores permiten una Optima
monitorizacion del OD. Del mismo modo, los valores de los limites de deteccion y
cuantificacion confirmaron la viabilidad de los tres disefios para la monitorizacion del
OD.

La caracterizacion del microsensor revelé que el funcionamiento del microsensor es
susceptible a las caracteristicas del medio en el que se utiliza. Se observé que la
concentracion de electrolito en el medio de medida influye en la sensibilidad del sensor.
A pesar de esto, en medios diluidos (0.01 M) el sensor continua presentando una
respuesta optima (sensibilidad superior a 1.7 nA-L-mg™), indicando que puede ser
utilizado en un amplio rango de aplicaciones (tanto medios diluidos como
concentrados). Sin embargo, se observdé como el pH tiene un impacto mucho mas
importante en el funcionamiento del sensor. ElI pH del medio modifica el potencial de
reduccion del oxigeno, teniéndose que modificar el potencial de polarizacion de los WE
en funcion del pH en el que se utilizan. Ademéas se observd que en pH acidos la
sensibilidad del microsensor disminuye y la corriente residual aumenta, impidiendo la

practica monitorizacion del OD por debajo de pH 3.

Los perfiles de OD obtenidos utilizando el microsensor MEMS en el interior de la
biopelicula heterétrofa demostraron que el disefio del microsensor desarrollado
simplifica el procedimiento utilizado en la adquisicion de perfiles de OD. El disefio
multi-electrodo de la MEA permite la adquisicién de un perfil de OD de 8 puntos sin

utilizar un micromanipulador. La monitorizacion simultanea del OD en los diferentes
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WE del microsensor permite obtener un perfil de OD en una sola medida, reduciendo el
tiempo necesario para adquirir un perfil de OD y, por lo tanto, el impacto de la dindmica
de la biopelicula (cambios en la concentracion de OD provocados por la actividad de la

biopelicula) sobre los valores de OD medidos.

Asi pues, el desarrollo del microsensor MEMS ha permitido solventar algunas de las
limitaciones que presentan los microsensores comerciales, tales como su extrema
fragilidad, su elevado coste y el complejo procedimiento necesario para la obtencién de
un perfil de OD, convirtiéndose en herramienta de gran utilidad para la monitorizacion
de biopeliculas. Las limitaciones del microsensor MEMS detectadas en el proceso de
desarrollo indican que su utilizacion debe ser cuidadosa, teniendo en cuenta los limites
de aplicacion del sensor (necesidad de un electrolito de soporte y efecto del pH). No
obstante, en el capitulo 9 se presentaran mejoras tecnoldgicas que resuelven las
limitaciones detectadas en este capitulo. Por un lado, se reducird el grosor de los
microsensores utilizando un sustrato polimérico mas fino y se empleara una membrana
selectiva para reducir la influencia sobre la respuesta del sensor de las condiciones

experimentales.
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6. DESARROLLO DE METODOLOGIAS PARA LA
CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS UTILIZANDO
MICROSENSORES: TRANSPORTE DE MATERIA Y
BIOCINETICA

En este capitulo se presentan diversas metodologias, desarrolladas utilizando el
microsensor MEMS de OD y microsensores convencionales, para caracterizar el
transporte de materia y la biocinética a partir de la monitorizacion del interior de las
biopeliculas. Estas metodologias seran utilizadas para estudiar el funcionamiento de
biopeliculas heterotrofas (capitulo 7) y autotrofas (capitulo 8).

Resumen

Los fendmenos que tienen lugar en el interior de las biopeliculas (transporte de
materia y biocinética) han sido caracterizados en el interior de una biopelicula
heter6trofa. La monitorizacion de la concentracion de OD, utilizando diferentes
microsensores, se utilizo para estimar el coeficiente de transferencia de materia liquido-
biopelicula, el coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula y los parametros
biocinéticos. ElI microsensor MEMS también se utiliz6 para realizar medidas de
corriente limite, ofreciendo informacion acerca de la distribucion de la resistencia al
transporte de materia en el interior de la biopelicula. Estos resultados permitieron
determinar el caracter heterogéneo de las biopeliculas y su influencia sobre el transporte
de materia. El valor de los parametros biocinéticos, estimados a partir de perfiles de
OD, presentaron una marcada variacion a lo largo de la biopelicula, revelando que la
actividad de los microorganismos varia a lo largo de ésta. La heterogeneidad de la
biopelicula se confirmd en el andlisis de la concentracion de biomasa a lo largo del

reactor.
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6.1. INTRODUCCION

El conocimiento de los mecanismos de biodegradacion en sistemas de biofiltracion
(tanto para el tratamiento de efluentes liquidos como gaseosos) es esencial para una
operacion oOptima de los bioreactores. La reducida informacion disponible sobre los
procesos que tienen lugar en el interior de las biopeliculas, indica que la optimizacion
de las tecnologias de biofiltracion debe abordarse a partir del estudio detallado de su
funcionamiento. La descripcion de los procesos que tienen lugar en el interior de las
biopeliculas se divide en dos etapas (Bishop, Zhang y Fu 1995; Picioreanu, van
Loosdrecht y Heijnen 2000): (1) el transporte de sustratos y contaminantes a través de la
interfase liquido-biopelicula (transporte de materia externo) y a lo largo de la
biopelicula (transporte de materia interno), y (2) la biodegradacion de los contaminantes

en su interior.

El conocimiento de la estructura y el funcionamiento de las biopeliculas ha sido
mejorado a partir de la medida de la concentracion de diferentes especies en su interior
(Schramm et al. 1996; Schwermer et al. 2008; Melo y Frias 2004; Zhu etal. 2001).
Entre las especies que pueden ser monitorizadas destaca el oxigeno, el principal aceptor
de electrones en los procesos biologicos (condiciones aerobias). Las dificultades
técnicas para monitorizar el OD en el interior de las biopeliculas han sido resueltas a
partir del desarrollo de diferentes microsensores, cominmente microsensores
electroquimicos o tipo Clark (Revsbech y Jorgensen 1986; Liu etal. 2007; Lee,
Wahman y Pressman 2013).

Hasta el momento, los estudios de la resistencia de materia externa utilizando
microsensores de OD so6lo han permitido obtener informacién cualitativa (Zhang vy
Bishop 1995; Horn y Hempel 1995; Wasche, Horn y Hempel 2002), que ha sido
utilizada para complementar modelos teoricos existentes (Reiss y Hanratty 1963, Baerns
et al. 1987). Por otro lado, el estudio del transporte de materia interno (o difusion) en el
interior de biopeliculas, a partir de medidas en su interior, se ha llevado a cabo
utilizando microsensores especificos (Beyenal, Tanyolag y Lewandowski 1998;
Revsbech, Nielsen y Ramsing 1998) y microsensores de OD (Fu, Zhang y Bishop 1994;
Chiu et al. 2006; Hille et al. 2009; Ning et al. 2012). Los estudios basados en el analisis
de la concentracion de OD (utilizando microsensores de OD) han permitido cuantificar

la resistencia al transporte de materia del oxigeno, representada a partir de un
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coeficiente de difusion (coeficiente definido en la ley de Fick) en el interior de la
biopelicula. Estos estudios se basan en el analisis de la evolucion de la concentracion de
OD en diferentes puntos del interior de la biopelicula. Para ello, desarrollaron sistemas
experimentales complejos que les permitieron posicionar mas de un microsensor en el
interior de la biopelicula (Fu, Zhang y Bishop 1994; Chiu et al. 2006; Hille et al. 2009).
Ademas, el efecto de la actividad de los microorganismos sobre la evoluciéon de la
concentracion de OD en el interior de la biopelicula ha provocado que en muchas
ocasiones el coeficiente de difusion haya sido estimado conjuntamente con los
parametros biocinéticos (Beuling, van Den Heuvel y Ottengraf 2000; Hibiya et al. 2004;
Chiu et al. 2006).

Respecto a la actividad de cultivos de microorganismos inmovilizados, cominmente
se describe utilizando parametros cinéticos estimados en cultivos en suspension (Mora
etal. 2014; Munz et al. 2009; Petersen, Gernaey y Vanrolleghem 2002). Sin embargo,
las diferencias fisiologicas e hidrodinamicas entre los dos sistemas (Yurt et al. 2003)
reducen la fiabilidad de esta aproximacion. La fiabilidad de los pardmetros biocinéticos
ha sido incrementada estimandolos a partir de perfiles de OD adquiridos en el interior
de las biopeliculas (Zhou et al. 2012; Yurt et al. 2003).

La estimacion de los parametros de transporte de materia y biocinéticos debe
acompariarse de la evaluacion de sus intervalos de confianza para asegurar su fiabilidad.
Sin embargo, la incertidumbre de las estimaciones normalmente no es analizada. Por lo
tanto, la incorporacion en el procedimiento de estimacion de los parametros, de un
método para la determinacion de los intervalos de confianza es clave para incrementar
su precision. EI método matematico basado en la matriz de informacién de Fisher (FIM)
es un procedimiento validado para determinar los intervalos de confianza de los
parametros determinados en un procedimiento de optimizacion (Guisasola et al. 2006).
La FIM se calcula a partir de la inversa de la matriz de covarianza, la cual esta
relacionada con la incertidumbre de los parametros estimados, y es funciéon de la
cantidad y la cualidad de los datos experimentales. La fiabilidad de los parametros de
transporte de materia y biocinéticos también puede ser mejorada mediante la seleccién
de las condiciones experimentales bajo las que se realizan los experimentos de
estimacion. El disefio éptimo de los experimentos puede llevarse a cabo utilizando un

procedimiento basado también en la FIM (Dochain y Vanrolleghem 2001).
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En este capitulo se aprovecha el potencial del microsensor MEMS presentado en el
capitulo 5. Utilizando este microsensor y un microsensor Clark se han caracterizado el
transporte de materia y la biocinética en el interior de una biopelicula heterotrofa. Para
ello, se estimaron los coeficientes de transferencia de materia y difusion y los
parametros biocinéticos. La fiabilidad de los pardmetros estimados se incrementd
seleccionado las condiciones dptimas de los experimentos y evaluando el intervalo de

confianza de los pardmetros estimados.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Monitorizacion de la biopeliculas
6.2.1.1. Medidas con microsensores de oxigeno disuelto

ElI OD en el interior de la biopelicula fue monitorizado utilizando microsensores de OD,
tipo Clark y tipo MEMS. El microsensor de tipo Clark permitié monitorizar el OD en el
interior de la biopelicula con una resolucion espacial superior a las 50 um. Estos
microsensores se utilizaron para adquirir perfiles de OD en el interior de una seccién de
biopelicula. Los perfiles fueron adquiridos conectando los microsensores (OXI-25,
Unisense, Dinamarca) a un multimetro de 4 canales (Microsensors Multimeter,
Unisense, Dinamarca) y posicionandolos dentro de las biopeliculas con la ayuda de un
micromanipulador (MM3-2, Unisense, Dinamarca). Utilizando el micromanipulador la
punta del sensor se situd sobre la interfase gas-liquido en la seccién del reactor a
monitorizar. La concentracién de OD desde la interfase hasta la zona méas profunda de
la biopelicula se registrd, en pasos de 50 um, utilizando un programa de adquisicion
especifico (SensorTrace Basic, Unisense, Dinamarca). Por otro lado, el microsensor
MEMS de OD se utilizo para monitorizar la evolucion del OD en diferentes puntos de la
biopelicula. El disefio multi-electrodo del microsensor MEMS, presentado en el capitulo
5, permitié medir simultdneamente la concentracion de OD en diferentes profundidades
de la biopelicula. ElI seguimiento del OD se realizd utilizando un RE externo de
Ag/AgCl (REF321, Radiometer Analytical, Francia) y el CE integrado en el
microsensor. Los perfiles fueron adquiridos siguiendo el procedimiento descrito en la

seccion 5.3.2.

El calibrado de los dos tipos de sensores (microsensor Clark y microsensor MEMS)

se llevd a cabo sumergiendo los microelectrodos en el medio mineral utilizado para el
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cultivo de la biopelicula y analizando su respuesta en ausencia de OD (0% O;) y en
condiciones de saturacion. Las condiciones de saturacion se obtuvieron burbujeando el
medio de calibracién con aire de red (21% O;). Las condiciones anaerobias se
consiguieron afiadiendo Na,SO3 en exceso (a una razén de 1.5 g-L*por cada 1 mg-L™

de OD) en el medio de calibrado.

El efecto de la heterogeneidad de la biopelicula sobre la actividad de los
microorganismos se evalud realizando un muestreo representativo y estimando los
parametros biocinéticos en diferentes puntos de la biopelicula. Para ello, la placa plana
de 20 cm de longitud se dividié en 4 secciones de 5 cm, siguiendo el diagrama
presentado en la Figura 6.1. Los puntos muestreados corresponden al punto central de

cada una de las secciones.

20cm |

e

Seccidn 1 Seccidn 2 Seccidn 3 Seccidn 4

Entrada del
reactor — 2

Salida del
reactor

Figura 6.1. Detalle de la discretizacién del bioreactor para el estudio de la biopelicula.

Los coeficientes de transporte de materia, externo e interno, se estimaron evaluando
la evolucién del OD, durante la oxigenacién de la fase liquida, en diferentes puntos en
el interior de la biopelicula. Los experimentos se realizaron burbujeando N, en la
camara de mezcla (recirculacion del reactor) para desoxigenando el reactor. El burbujeo
de N se llevo a cabo hasta alcanzar la concentracion de OD seleccionada en el disefio
del experimento (condiciones dptimas). A continuacion, se procedié a burbujear aire de
red (21% O,), registrando simultadneamente la concentracion de OD en los puntos de

interés durante la re-oxigenacion.
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La posicion en la biopelicula de los puntos de interés para la caracterizacion del
transporte de materia externo e interno se detalla en la Figura 6.2. El coeficiente de
transferencia de materia se estimdé monitorizando el OD en la superficie de la
biopelicula y en el interior de la capa limite. El coeficiente de difusion se estimd
introduciendo el microsensor MEMS en la biopelicula. Los 8 electrodos de oro se
posicionaron desde la superficie de la biopelicula hacia su interior (Figura 6.2b), y la
concentracion de OD se registr6 simultdneamente en las 8 profundidades de la

biopelicula (separadas por 50 um).

(a) (b)

Fase liquida H Fase liquida ‘

Capa limite Capa limite

Biopelicula Biopelicula

P 4' \r._‘:‘ e s

i Y
Medio Mineral g :—w
(C) 1 2

Figura 6.2. (c) Diagrama del sistema experimental utilizado en los experimentos de caracterizacion de la biopelicula:
(1) bioreactor, (2) camara de mezcla, (3) bomba de alimentacion, (4) bomba de recirculacién. (a) Diagrama
conceptual del posicionamiento de los microsensores en los experimentos de caracterizacion del transporte de materia
externo. (b) Diagrama conceptual del posicionamiento de los microsensores en los experimentos de caracterizacion
del transporte de materia interno.

La evolucién del OD en la biopelicula esta afectada tanto por el transporte de materia
como por el consumo de los microorganismos. Por este motivo la estimacion de los

parametros cinéticos no se puede separar de la de los parametros de transporte de
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materia. En este trabajo se caracterizaron los dos tipos de parametros por separado,
inhibiendo la actividad de los microorganismos durante el estudio del transporte de
materia. La inactivacion de la biopelicula se consiguido mediante la recirculacion en el
reactor de una solucion de NaNs;. Horn y Morgenroth (2006) demostraron que la
recirculacion de una solucion de NaN3 (1 g-L™) durante 1 hora es suficiente para inhibir
la actividad de biopeliculas heterotrofas, manteniendo intactas las caracteristicas de la
biopelicula (estructura) (Matson y Characklis 1976). Los perfiles de OD para la
estimacion de los parametros biocinéticos se adquirieron antes del estudio del transporte
de materia, ya que la inactivacion de la biopelicula es destructiva en términos de

bioactividad.

6.2.1.2. Determinacion de coeficientes de transporte mediante la medida del

corriente limite en el interior de la biopelicula

Los electrodos de oro del microsensor MEMS (WE) son electrodos amperométricos
que también pueden ser utilizados para realizar medidas de corriente limite. El valor de
corriente limite medido por los WE puede utilizarse para cuantificar la velocidad del
transporte de materia en la superficie de los electrodos (Dawson y Trass 1972; Yang y
Lewandowski 1995). En este trabajo se utiliz6 la medida de corriente limite en el
interior de la biopelicula para determinar su velocidad de difusion.

Aplicando un potencial que satisface las condiciones de corriente limite, la
concentracion de la especie electroactiva en la superficie de los WE es igual a cero, y el
gradiente de su concentracion entre la superficie y el medio electrolitico es constante.
En estas condiciones se establece un equilibrio entre el consumo local de la especie
electroactiva sobre la superficie de los electrodos (Ecuacién 6.1), y su transporte de
materia desde la solucion a la superficie de los WE (Ecuacion 6.2) (Rasmussen y
Lewandowski 1998; Lewandowski y Beyenal 2007).

I
n- Ae = Ecuacion 6.1

Donde J es el flujo de las especies electroactivas hacia el WE (mol-m?2.s™), I es la
intensidad (medida) generada por la polarizacion del WE (A), n es el nimero de

electrones gue intervienen en la reaccion electroquimica, A, es el area de los electrodos
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(m?) y F es la constante de Faraday (A-s-mol™). Por otro lado, el flujo de especies J

puede calcularse como:

J =k, '(Co - Ce) Ecuacion 6.2

Donde k. es el coeficiente de transporte de materia (m-s™), Co es la concentracion de
la especie electroactiva en el medio (mol-m™) y Ce es la concentracién de la especie
electroactiva en la superficie de los WE (mol-m™). El equilibrio entre los dos flujos
(Ecuacion 6.1 y Ecuacion 6.2) permite determinar el coeficiente de transporte de

materia (ke) (de la especie electroactiva) en la superficie de los WE.

Las medidas de corriente limite utilizadas para determinar el transporte de materia en
el interior de biopeliculas se realizaron utilizando ferricianuro potasico (KsFe(CN)g)
como especie electroactiva (Yang y Lewandowski 1995). Esta especie fue seleccionada
ya gue esta totalmente caracterizada tanto fisica como quimicamente (Gao, Lee y White
1995). Para prevenir problemas de electromigracion, la solucién de ferricianuro potasico

(0.025 M) se prepar0 utilizando KCI (0.2 M) como electrolito de soporte.

La preparacion de la biopelicula para la medida del corriente limite consistié en el
drenado de la solucién de nutrientes y el lavado de la biopelicula con una solucion de
KCI (0.2 M) para eliminar las trazas de medio mineral. A continuacién la solucion de
nutrientes se reemplazo6 por una solucién de ferricianuro (0.025 M) y KCI (0.2M). Esta
solucidon se recirculd durante 4 h antes de la realizacion de las medidas de corriente
limite, para asegurar la concentracion homogénea de ferricianuro en el interior la

biopelicula.

La medida del coeficiente de difusion requiere establecer la relacion entre las
intensidades de corriente limite (utilizadas para estimar el coeficiente de transporte (ke))
y el coeficiente de difusion. La relacidn entre los valores de corriente limite medidos y
el coeficiente de difusion del ferricianuro ha sido estudiada en Beyenal, Tanyola¢ y
Lewandowski (1998). La difusividad del ferricianuro puede ser calculada a partir de las
medidas de corriente limite utilizando la Ecuacion 6.3.

Ecuacién 6.3

Deyyp =1.12-107°+3.69-10* [U

Donde Deny €s la difusividad del ferricianuro en el interior de la biopelicula (m?-s™).
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6.2.1.3. Cultivo de biopeliculas heterdtrofas

Las biopeliculas utilizadas en el desarrollo de las metodologias para la
caracterizacion de biopeliculas con microsensores se cultivaron en un BPP-CA. El
reactor se puso en marcha y se operd siguiendo los procedimientos descritos en la

seccion 4.1.2.1.

La heterogeneidad de la biopelicula se caracterizd analizando el perfil de densidad
que presenta a lo largo del reactor. La densidad de la biopelicula se cuantifico a partir de
la medida de su concentracion de biomasa, como concentracion de SSV. Las reducidas
dimensiones del reactor, y de la biopelicula cultivada, impidieron utilizar técnicas
convencionales (anélisis del peso seco en muestras de volumen conocido) para medir la
concentracion de SSV. Por este motivo se utilizd el método de Bradford (Bradford
1976) para determinar la concentracion de proteina en el interior de la biopelicula. Este
método permitié medir la concentracién de biomasa a partir de muestras de pequefio
volumen (0.1 mL). La biopelicula se muestre¢ utilizando el método descrito en Hoehler
et al. (1994). Utilizando este método, las muestras de biopelicula fueron recogidas con
una jeringa de 1 mL posicionada sobre la biopelicula heterétrofa utilizando el

micromanipulador.

El anélisis de la concentracion de biomasa se completd transformando la
concentracion de proteina en concentracion de SSV. Para ello, el inoculo inicial se
utilizé para preparar alicuotas de diferente concentracion. Las muestras se analizaron
mediante el analisis de proteina y el andlisis de los SSV. Los resultados de los 2 analisis

se correlacionaron, tal y como se muestra en la Figura 6.3.
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g SSV-L
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Figura 6.3. Correlacion de los resultados del andlisis de concentracion de proteina de la biopelicula con la
concentracion de SSV de la biopelicula.

Los resultados de la Figura 6.3 muestran una relacién de 4.40 g SSV-g-proteina™,
que permite estimar la concentracion de SSV en la biopelicula a partir de los resultados

de los analisis de proteina.
6.2.2. Modelizacion de biopeliculas

El transporte de materia externo e interno, y la biocinética de los microorganismos se
modelizaron para estimar los coeficientes de transporte de materia y los parametros

biocinéticos.
6.2.2.1. Transporte de materia externo

El transporte de materia externo se modeliz6 a partir de la teoria de la doble pelicula
(Lewis y Whitman 1924), considerando que la resistencia al transporte de materia
(representada por un coeficiente externo de transporte de materia) se encuentra en el

lado liquido de la interfase (Ecuacién 6.4).

dC
dotD,B — kOD,L .a- [COD‘L - COD'B] Ecuacion 6.4

interfase

Donde Cop es la concentracion de OD (g-m™), kop,. es el coeficiente de transferencia
de materia del lado liquido de la interfase (m-s™), a es el area de transferencia especifica
(m™), t es el tiempo (s) y los subindices L y B se refieren al liquido y a la superficie de

la biopelicula respectivamente. La teoria de la doble pelicula describe que la difusion
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controla el transporte de materia en la interfase. De este modo, el coeficiente de
transferencia de materia (kop ) puede calcularse tal y como se indica en la Ecuacién 6.5
(Reiss y Hanratty 1963).

DOD,i

kOD,L = Ecuacion 6.5
LC

Donde Dop; es el coeficiente de difusion en el interior de la capa limite (m?-s™) y L¢

es el espesor de la capa limite (m).
6.2.2.2. Transporte de materia interno

El transporte de materia interno se modeliz6 a partir del enfoque clasico que
considera que los nutrientes y contaminantes difunden a través de la biopelicula
siguiendo las leyes de Fick (Stewart 2003). La biopelicula se consideré una fase con
propiedades homogéneas en una seccién de biopelicula (a lo largo de su profundidad) y
heterogénea a lo largo del reactor (diferentes en las diferentes secciones). En el
procedimiento para la caracterizacion del transporte de materia interno se utilizé la
ecuacion de difusion en estado no estacionario (22 Ley de Fick), tal y como se muestra
en la Ecuacion 6.6.

Ecuacion 6.6

Donde Cop,p €s la concentracion de OD en el interior de la biopelicula (g-m™), tes el
tiempo (s), z es la posicion en la profundidad de la biopelicula (m) y Dopyp €s el

coeficiente de difusién promedio del oxigeno en el interior de la biopelicula (m?-s™).
6.2.2.3. Biocinética

La actividad metabdlica en el interior de la biopelicula se modelizd teniendo en
cuenta el transporte de materia y el consumo de los nutrientes y contaminantes en su
interior. El estudio dinamico de la evolucion de las especies en el interior de la
biopelicula se realizo a partir de la ecuacion de difusion y reaccion en una dimension
(Mitchell et al. 2004; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 1998) (Ecuacion 6.7).
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0°C C
oDb oDb X, +ky - X,

D.  ._ —©°bb_ .
OD,b 2 max,0D
aZ KS,OD + COD,b

Ecuacion 6.7

Donde gmaxop (g O2-g SSV*-s™) es el consumo especifico de oxigeno méximo, Ks op
es la constante de semi-saturacién del oxigeno (modelo de Monod) (g-m?), X, es la
concentracién de biomasa (g SSV-m™) y kq es el factor que describe el consumo de

oxigeno endégeno (g O,-g SSV™*-s™).
Las suposiciones en las que se basa la Ecuacion 6.7 se presentan a continuacion.

1. El crecimiento de los microorganismos en el interior de la biopelicula se describe
utilizando el modelo cinético de Monod.

2. El oxigeno es la tnica especie que limita el crecimiento de los microorganismos.

3. El transporte de materia del oxigeno través de la biopelicula tiene lugar mediante
difusion en una dimension.

4. La biopelicula se considera heterogénea a lo largo del reactor en el que se cultiva.
La heterogeneidad se incorpora en el modelo discretizando el reactor en
diferentes secciones.

5. La densidad de la biopelicula y el coeficiente de difusion se representan para

cada seccion de biopelicula mediante su valor promedio.
6.2.3. Estimacion de los parametros de transporte de materia y biocinéticos

Los coeficientes de transporte de materia y biocinéticos se estimaron mediante un
procedimiento de optimizacion no lineal. La concentracion de OD medida en los
diferentes experimentos de estimacion se simul6 resolviendo el conjunto de ecuaciones
(Ecuacidn 6.4, Ecuacion 6.6 y Ecuacion 6.7. La Ecuacion 6.4 se solucion6 utilizando un
método Runge-Kutta de paso variable (4 y 5), mientras que la Ecuacién 6.6 y la
Ecuacion 6.7 se resolvieron utilizando un metodo para problemas de contorno de
ecuaciones diferenciales ordinarias. Los parametros de las diferentes ecuaciones
diferenciales se estimaron ajustando las concentraciones de OD experimentales y
simuladas, utilizando un método no lineal de optimizacion sin restricciones. La funcion
objetivo del procedimiento de optimizacion se calculd tal y como se muestra en la

Ecuacion 6.8.
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nm
I:objetivo = \ Z[yexpj - Y0,i ] Ecuacién 6.8
i=1

Donde Fopjetivo €S la funcion objetivo a minimizar, ny es el nimero de medidas
experimentales, Yo, es la concentracion de OD simulada y yexp,i €S la concentracion de
OD medida para la muestra i. Los procedimientos de simulacion y minimizacion
descritos para la estimacion de los pardmetros se llevaron a cabo mediante las funciones

ode 45, bvp4c y fminsearch del software Matlab R2013a.

La calidad de los ajustes se analiz6 midiendo la diferencia entre los valores
simulados por el modelo y los valores observados experimentalmente en el sistema
modelizado. Para ello, se estimd el error cuadratico medio normalizado (NRMSE) entre
los perfiles de OD simulados y experimentales. EI NRMSE se calculé utilizando la
Ecuacion 6.9.

RMSE

yexp,max - yexp,min Ecuacion 6.9

NRMSE =

Donde RMSE es el error cuadratico medio entre la concentracion de OD
experimental y simulada, calculado a partir de la Ecuacion 6.10, Yepmax €S la
concentracion de OD experimental maxima Yy Yepmin €S la concentracion de OD

experimental minima.

N

Z(yexpj - ya,i )2

RMSE = \ =1 Ecuacion 6.10

n

m

6.2.3.1. Intervalos de confianza

El intervalo de confianza de los parametros estimados se determind a través de un
método numérico basado en la determinacion de la FIM (Dorado et al. 2008; Guisasola
et al. 2006). La FIM se evaluo considerando el resultado de la funcion de sensibilidad y
los errores experimentales, incorporando informacion de la cantidad y la calidad de los
datos obtenidos en cada experimento, siguiendo la Ecuacién 6.11. Considerando que las
medidas experimentales presentan ruido blanco (datos sin correlacion estadistica entre
ellos y distribucion normal de los errores) y que el modelo no presenta desajustes, se

puede asumir que los datos y los errores no estan correlacionados entre ellos. En estas
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condiciones, la inversa de la FIM proporciona el limite inferior de la matriz de
covarianza del error en la estimacion del pardmetro (Ecuacién 6.12). La matriz de
covarianza se utilizd para evaluar la precision de la estimacion de los parametros

estimados, calculando los intervalos de confianza siguiendo la Ecuacion 6.13.

FIM = ZY./, ( p)T 'Qp 'Y,,,(p) Ecuacion 6.11
p=1

COV >FIM ™ Ecuacion 6.12

U(W) =4/ Cov

Ecuacién 6.13

Donde p hace referencia a un punto de muestreo, ny son el nimero de medidas
experimentales, Y es la sensibilidad de los parametros ¢ en el modelo, Q es el error
de las medidas experimentales en los puntos de muestreo k, COV es la matriz de

covarianza y o es la desviacidn estandar en la estimacion de los parametros.

6.2.3.2. Disefio 6ptimo para la estimacion de los parametros de transporte de

materia y biocinéticos

El disefio experimental 6ptimo (DEO) se basé en la seleccion de las condiciones
Optimas para obtener una estimacion precisa de los parametros de transporte de materia
y biocinéticos. Para ello, se evalud la influencia de los datos experimentales sobre el
intervalo de confianza de los pardmetros del modelo. Los experimentos se realizaron
bajos las condiciones que maximizan la precision de las estimaciones (minimizan los

intervalos de confianza).

El DEO consiste en el anélisis de la calidad de los datos experimentales en funcion
de las variables de salida, las variables de entrada (Ucinski y Patan 2007) y las
caracteristicas de muestreo (de Brauwere etal. 2009; Pagendam y Pollet 2009). De
acuerdo con las medidas experimentales disponibles, la concentracion de OD en
diferentes puntos del reactor se defini6 como variable de salida. Por este motivo, el
DEO se limitd a estudiar el efecto de las variables de entrada (condiciones iniciales) y

las caracteristicas del muestreo sobre la precision de las estimaciones.

Las variables evaluadas en el DEO para la estimacion del coeficiente de transferencia
de materia externo fueron la concentracion de OD de la fase liquida en la entrada del

BPP-CA (Cop.. (nler)), la concentracion de OD inicial en el interior de la capa limite
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(Cop, (=0)) Y la superficie de la biopelicula (Copg ¢=0)), la frecuencia de muestreo
(Vmuestreo), 1a durada del muestreo (texp), y el area interfacial del sistema monitoreado
(Awrans)- Las variables seleccionadas en el DEO para los experimentos de estimacion del
coeficiente de difusion fueron la Copr (intet) 18 Copg @=0) 18 Vmuestreo, €l texp, 12
profundidad del perfil de OD monitorizado (zpersit) Y la distancia entre los puntos
monitorizados (Azgeri). Finalmente, las variables utilizadas en el DEO para la
estimacion de los parametros biocineticos fueron la Cop L (t=0), 12 Cop,g (t=0), 12 Zpersil Y 12

AZperfil-

Los experimentos de estimacion fueron simulados, utilizando la Ecuacion 6.4, la

Ecuacién 6.6 y la Ecuacién 6.7, en la bateria de condiciones presentada en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Valor de las variables de estudio utilizadas en el DEO de los experimentos para la estimacion de los
parametros de transporte de materia (externo e interno) y biocinéticos en el interior de la biopelicula.

Variable de estudio Intervalo de estudio
Con.L (inley [Mg-L ] 6-8.5
Cooy (=0 [mg-L™] 4-7
X_, 1-
S Cope (=0) [Mg-L™] 1-4
k3]
& Avans [M] 2:10°-7-10°
LI(G Vmuestreo [5-1] 1-0.1
texp [S] 200 - 500
Cob (iney [Mg-L] 4-8
Cops (=0) [Mg-L™] 0-25
a
S AZpersil [um] 25- 100
‘C
g Zperfi\ [Cm] Ol - 02
Lﬁ Vmuestreo [5-1] 1-0.1
texp [S] 100 - 1800
Cop.L (=0 [mg-L-1] 4-8
c [%2]
°c 2 g Cop,g (=0 [MY-L-1] 4-8
g8 T 8
g *% g Zperfi\ [Cm] 015 - 020
E 8 ©
= AZperii [UM] 10 - 50

La FIM se incluy6 en los modelos para estimar la incertidumbre de los parametros de
transporte y biocinéticos. Los intervalos de confianza determinados se utilizaron para
estimar el porcentaje de incertidumbre de los pardmetros (% incertidumbre), calculado
como la variacion del valor medio de los intervalos respecto de los extremos, en funcién

de las condiciones experimentales.
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El valor de las variables seleccionadas para el DEO (Tabla 6.1) se seleccioné
especificamente para la estimacion de cada parametro, a partir del rango que cada
variable presenta en los diferentes experimentos y a partir del rango en el que pueden

ser controladas.

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Resultados del DEO para la estimacion de los pardmetros de transporte
de materia y biocinéticos

El DEO para la estimacion de los parametros de transporte de materia y biocinéticos
se realizd evaluando la precision de las estimaciones en diferentes escenarios

experimentales.

La Figura 6.4 muestra los resultados del DEO para la estimacion del coeficiente de
transporte de materia externo. El porcentaje de incertidumbre del coeficiente de
transporte de materia externo se representa respecto del valor de las diferentes variables
seleccionadas para el estudio. La interpretacién de los resultados presentados en la
Figura 6.4 y la Figura 6.5, se baso en determinar las variables seleccionadas para el
DEO que presentan una influencia sobre la precision de los parametros a estimar, y en
determinar el valor de las condiciones operacionales bajo las que se realizaron los
experimentos. Las pendientes observadas en la Figura 6.4 y la Figura 6.5, indican la
sensibilidad de las diferentes variables seleccionadas para el DEO sobre la precision del
parametro estimado. De este modo, los experimentos se llevaron a cabo controlando
solo las variables que provocan una variacion en la incertidumbre superior al 0.5 % a lo
largo del intervalo de estudio. Las condiciones bajo las que se realizaron los
experimentos se seleccionaron a partir de los resultados del DEO, estableciendo un 2 %
como incertidumbre maxima asumible y considerando la relacién de compromiso entre
la complejidad afiadida al procedimiento para alcanzar las condiciones experimentales y
la reduccién en la incertidumbre del pardmetro. En este sentido, en el caso concreto de
los resultados presentados en la Figura 6.4c, se observa como el valor éptimo de la
concentracion inicial de OD en la superficie de la biopelicula es de 1 mg-L™. Sin
embargo, la dificultad desoxigenar el reactor hasta esta concentracion de OD (consumo
de N, y tiempo de desoxigenacion elevados) obligo a establecer como condicion inicial

para la realizacion de los experimentos un valor de 2 mg-L™.

115



Capitulo 6. Desarrollo de metodologias para la caracterizacion de biopeliculas utilizando
microsensores: transporte de materia y biocinética

35
— [ ]
X .
. 3.0 ” - - °
2 . '
Q2 [ °
£ 25 . L i .
= ® °
T ® [ ]
B 204 e|[|® © 0o 0 0 0 0 0 0 o o ®
] o *
Sy
= = - -
< (a) (b) (c)
1~O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 65 70 75 80 85 40 45 50 55 60 65 70 10 15 20 25 30 35 40
- - -
Cob,L (intery [MI"L7] Cop,t (t=0) [Ma'L7] Con,g (t=0) [MI-L7]
35
)
S 3s0f o o
2 o °
el °
£ 25 e L °
S o ® .
2 ) ) e, o
E 20 g o 06 0 @ @ 0 © * F . F
o
£ sk L B =
=
< (d) () (f)
140 T T T T T T .

T T T T T T T T T T T T

2e-3 3e-3 4e-3 5e-3 6e-3 7e-3 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 200 250 300 350 400 450 500

2 -1
Atransferencia [m ] vmuestreo [S ] texp [S]

Figura 6.4. Porcentaje de incertidumbre en la determinacion del coeficiente de transporte externo (a;) respecto a (a)
la concentracion de OD en la entrada del reactor, (b) la concentracion inicial del OD en la capa limite, (c) la
concentracion inicial del OD en la superficie de la biopelicula, (d) el area de transferencia del sistema estudiado, (€)
la frecuencia de muestreo y (f) el tiempo de muestreo.

Analizando las pendientes de los resultados presentados en la Figura 6.4, se observd
que el control de la concentracién inicial en la capa limite (Figura 6.4b) y el area de
transferencia del sistema monitorizada (Figura 6.4d) no son criticos para aumentar la
precision de la estimacion. Siguiendo el criterio establecido para la seleccion de las
condiciones de operacion, se determind que la precision éptima en la estimacion del k.
se obtiene deteniendo la desoxigenacion cuando se alcanza una concentracion de OD en
la superficie de la biopelicula inferior a 2 mg-L™ (Figura 6.4c), y reiniciando la
aireacion hasta una concentracién de OD en la fase liquida de 8 mg-L™ (Figura 6.4a).
Estos resultados también muestran que la oxigenacién debe monitorizarse durante al
menos 500 segundos (Figura 6.4f) con una frecuencia de muestreo de 1 s™ (Figura
6.4e). Las condiciones experimentales bajo las que se estimaron los coeficientes de

transporte de materia interno (coeficiente de difusidén) también fueron evaluadas (Figura
6.5).
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Figura 6.5 Porcentaje de incertidumbre del coeficiente de difusion (Dy) respecto a (a) la concentracion de OD en la
entrada del reactor, (b) la concentracion de OD inicial en la superficie de la biopelicula, (c) la distancia entre los
puntos monitorizados en el interior de la biopelicula, (d) la profundidad de biopelicula monitorizada, (e) la frecuencia
de muestreo y (f) la durada del muestreo.

El andlisis de las pendientes observadas en los resultados del DEO para la estimacion
del coeficiente de difusiéon (Figura 6.5), mostrd que el control de todas las variables
seleccionadas para el estudio es clave para minimizar la incertidumbre de la estimacion.
Las condiciones experimentales fueron seleccionadas siguiendo el mismo criterio
utilizado anteriormente para la interpretacion de los resultados de la Figura 6.4. De este
modo la adquisicion de los perfiles de oxigenacion en el interior de la biopelicula se
inicié cuando la concentracion de OD en la superficie de la biopelicula era inferior a 1.5
mg-L™ (Figura 6.5b), y el sistema fue aireado hasta alcanzar una concentracién de OD
en la fase liquida de 7 mg-L™ (Figura 6.5a). Ademas, los perfiles de oxigenacion se
adquirieron durante 500 segundos (Figura 6.5f) con una frecuencia de muestreo de 1 s™
(Figura 6.5e). Los resultados de la Figura 6.5c y de la Figura 6.5d permitieron
seleccionar el disefio del microsensor MEMS (entre los tres disefios presentados en el
capitulo 5). Se selecciond el sensor que permite monitorizar una profundidad de 1 mm

en el interior de la biopelicula en intervalos de 50 um (D1 en la Tabla 5.1).
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Finalmente los resultados del DEO para la estimacion de los pardmetros biocinéticos
se presentan en la Figura 6.6. Considerando que los perfiles de OD utilizados en la
estimacion de los diferentes parametros biocinéticos se adquirieron bajos las mismas
condiciones, el DEO se realizo conjuntamente para los tres parametros (Qmax.oo, Ksob Y
kq). Los valores de la incertidumbre representados en la Figura 6.6, corresponden a la

media de los intervalos de confianza de los tres pardmetros biocinéticos.
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Figura 6.6. Porcentaje de incertidumbre de los parametros biocinéticos respecto a (a) la concentracién de OD en la
fase liquida, (b) la concentracion de OD en la superficie de la biopelicula, (c) la profundidad de biopelicula
monitorizada y (d) la distancia entre los puntos monitorizados en el interior de la biopelicula.

La interpretacion de los resultados presentados en la Figura 6.6 se llevo a cabo
siguiendo el mismo criterio utilizado anteriormente tanto para determinar las variables
que son criticas para el DEO como para seleccionar el valor de las condiciones de
operacion bajo las que se realizaron los experimentos. De acuerdo con este criterio, los
resultados de la Figura 6.6 muestran que la precision de los parametros biocinéticos es
mas sensible a cambios en la concentracion de OD en el liquido que al resto de las
variables estudiadas en el DEO. A pesar de que la influencia de las diferentes variables

sobre la incertidumbre de los pardmetros biocinéticos es desigual, se observa como
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todas ellas provocan cambios superiores al 0.5 % en la incertidumbre de los 3
pardmetros estimados. Por este motivo, los perfiless de OD fueron adquiridos
considerando el valor éptimo de las 4 variables incluidas en el DEO.

Siguiendo el criterio establecido anteriormente, se considerd que el valor éptimo de
la concentracidn de OD en la fase liquida y en la superficie de la biopelicula durante la
adquisicion de los perfiles debfa ser 6.5 mg-L™ (Figura 6.6a) y 5.5 mg-L™ (Figura 6.6b)
respectivamente. Los resultados de la Figura 6.6c muestran como el espesor de
biopelicula monitorizada (profundidad del perfil de OD adquirido) disminuye el
intervalo de confianza de los 3 parametros biocinéticos. Por este motivo, los perfiles de
OD fueron adquiridos monitorizando el espesor maximo de biopelicula (hasta la
profundidad en la que se agota el OD). Finalmente, los resultados mostrados en la
Figura 6.6d sugieren que el aumento de la distancia entre los puntos monitoreados para
la adquisicion del perfil disminuye la precision de la estimacion. Por lo tanto la

distancia 6ptima utilizada en la obtencién de los perfiles de OD fue la menor posible.
6.3.2. Caracterizacion del transporte de materia externo

La resistencia al transporte de materia externo se estudié utilizando dos
procedimientos diferentes. Por un lado, el kop se estudio cualitativamente a partir del
espesor de la capa limite (Lc) (Ecuacion 6.5). Por el otro lado, el kop se cuantifico
utilizando una metodologia d estimacion dindmica desarrollada en este trabajo.

6.3.2.1. Espesor de la capa limite

El transporte de materia a través de la interfase liquido-biopelicula se estudi6 a partir
del andlisis de un perfil de OD adquirido en una seccion de la biopelicula (Figura 6.7).
El andlisis del perfil de OD permite determinar el espesor de la capa limite sobre la
superficie de la biopelicula (Wasche, Horn y Hempel 2002). A partir de la Ecuacion 6.5
esta medida puede utilizarse para evaluar la resistencia al transporte de materia a través

de la interfase.
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Figura 6.7. Perfil de OD utilizado para determinar el espesor de la capa limite (Lc) y la posicion de las superficies de
la capa limite (1) y la biopelicula (2).

En la Figura 6.7 se muestra un perfil obtenido monitorizando el OD desde la fase
liguida hasta la zona més profunda de la biopelicula. La zona lineal del perfil (OD
practicamente constante) corresponde al interior de la fase liquida (considerando
condiciones de mezcla completa en el interior de la biopelicula). Por el otro lado, la
parte del perfil practicamente vertical (gradiente de concentracion dC/dz constante)
corresponde al interior de la biopelicula. EI espesor de la capa limite se define como la
distancia entre las dos zonas lineales. Los resultados de la Figura 6.7 revelan un espesor
de la capa limite, a una velocidad de circulacion de 10 m-h™ (Re=4), de 150 um. Este
valor se compar6 con el presentado en estudios similares (Zhang y Bishop 1995;
Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 2000), en los que para Re similares estimaron
espesores de la capa limite entre la fase liquida y la biopelicula en el rango entre 75 um
y 200 um. La utilizacion de esta medida para estimar el kop, requiere considerar la
biopelicula como una superficie plana y una difusion homogénea a través de la capa
limite. Sin embrago, algunos autores advierten de los inconvenientes de utilizar estas
aproximaciones para describir el transporte de materia externo (Beyenal y Lewandowski
2000; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 2000; Wasche, Horn y Hempel 2002). Por
lo tanto, estos resultados carecen de la precision suficiente para describir detalladamente

el transporte de materia externo en sistemas liquido-biopelicula.

El analisis del perfil de OD también permite determinar la posicion de las superficies

de la capa limite (1) y de la biopelicula (2). En este sentido, la adquisicion de perfiles de
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OD a lo largo de la biopelicula y su interpretacion siguiendo el método descrito en la
Figura 6.7, permite definir en cada punto del reactor el espesor de la pelicula de liquido

y la profundidad en la que se encuentra la superficie de la biopelicula.

6.3.2.2. Estimacion dinamica del coeficiente externo de transferencia de

materia

El kop, se cuantifico experimentalmente a partir de la monitorizacion del flujo de
oxigeno a través de la interfase liquido-biopelicula. Para ello, se midieron perfiles
dindmicos de oxigenacion en los dos lados de la capa limite (resolucion espacial de 50
um). Los perfiles se adquirieron en el centro del reactor ya que, tal y como se observa
en la Figura 6.4d, el area de transferencia no influye en la precision de la estimacion.
Los perfiles de oxigenacion (simulados y experimentales) utilizados en la estimacion

del kop,. se muestran en la Figura 6.8.
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Figura 6.8. Perfiles de oxigenacion (experimentales y simulados) adquiridos utilizando microsensores en la capa
limite y en la superficie de la biopelicula, utilizados en la estimacion del coeficiente de transporte externo (k). Los
perfiles de OD se adquirieron en el centro del reactor. La velocidad de circulacion durante la adquisicion de los
perfiles se mantuvo en 10 m-h™,

Los perfiles de oxigenacién, adquiridos a una velocidad de circulacién de la fase
liquida de 10 m-h™, se utilizaron para estimar el kop, a través de la interfase, ajustando
los perfiles simulados a partir de la Ecuaciéon 6.4. Los resultados de la Figura 6.8
revelan una rapida oxigenacion de la fase liquida desde el principio de la re-aireacion.
La concentracion de OD inicial (7.6 mg-L™) estaba cerca de las condiciones de

saturacion, y sélo aumento 1 mg-L™ durante la re-oxigenacién. Por el otro lado, la
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resistencia al transporte del oxigeno a través de la capa limite determind la evolucion de
la concentracion de OD en la superficie de la biopelicula. EI perfil de concentracién de
OD en la superficie de la biopelicula muestra un valor inicial de 1.6 mg-L™ y una
creciente oxigenacion hasta 7 mg-L™. El valor de kop. estimado (1.05-10°+5.25.10°"
m-s™) fue comparado con valores de coeficientes de transporte de materia externo en
biopeliculas reportados en condiciones hidrodinamicas similares (Beyenal vy
Lewandowski 2000; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 2000). A pesar de la
dificultad para comparar valores obtenidos en diferentes sistemas experimentales, el
valor del kop, estimado en este estudio estd dentro del rango tipico reportado en los

estudios referenciados (entre 5-10° m-s?y 2.5:10° m-s™).
6.3.3. Caracterizacion del transporte de materia interno

El transporte de materia interno se caracterizo en la biopelicula heterotrofa cultivada
en el BPP-CA. EI coeficiente de difusion se estimé adaptando el microsensor MEMS
para realizar medidas de corriente limite, y utilizando una metodologia para la
cuantificacion del coeficiente de difusion a partir de perfiles de oxigenacion en
diferentes profundidades de la biopelicula (adquiridos utilizando el microsensor
MEMS).

6.3.3.1. Estimacion del coeficiente de difusion a partir de medidas de

corriente limite

El estudio del transporte de materia en el interior de la biopelicula, adaptando el
microsensor MEMS para realizar medidas de corriente limite, requiere la seleccion del
potencial que satisface las condiciones de corriente limite sobre la superficie de los WE.
El potencial de corriente limite se determina a partir del andlisis del barrido de potencial
en el rango de potencial donde se consume la especie electroactiva (reduccion del
ferricianuro a ferrocianuro). En la Figura 6.9 se muestra el barrido lineal de potencial
entre -1.2 V y -0.3 V (vs. Ag/AgCl), con una velocidad de barrido de 100 mV-s™, de un

WE sumergido en la solucion de ferricianuro.

Los resultados del barrido lineal de potencial (Figura 6.9) permiten seleccionar el
potencial a utilizar en la polarizacion de los WE. El rango de potencial del barrido en el
que la intensidad medida es constante (entre -0.5 V' y -0.8 V vs. Ag/AgCl) corresponde

con los potenciales en los que se cumplen las condiciones de corriente limite. El
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potencial seleccionado para realizar las medidas de corriente limite, utilizando el
microsensor MEMS, fue -0.70 V (vs. Ag/AgCI). Este potencial se selecciond porque
pequefias variaciones en el potencial aplicado no afectan la intensidad medida.
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Figura 6.9. Barrido lineal de potencial entre -1.2 y -0.3 V (vs. Ag/AgClI) de un WE del microsensor MEMS en una
solucion de 0.025 M de ferricianuro.

La validez de la correlacion, presentada en la Ecuacion 6.3, para estimar el
coeficiente de difusién a partir de las medidas de corriente limite realizadas con el
microsensor MEMS, debe ser evaluada antes de su utilizacion. La corriente limite en
una solucién de ferricianuro (0.025M) y KCI (0.2 M) fue medida con el microsensor
MEMS. La corriente medida en la solucién se utilizé para estimar el coeficiente de
difusion molecular del ferricianuro (utilizando la Ecuacion 6.3). El valor del coeficiente
de difusién obtenido (7.225-10"°+5.96-10"* m?.s™) se comparé con el valor reportado
en Gao, Lee y White (1995) (7-10° m?.s™). La pequefia diferencia entre los dos valores
valido la utilizacién de la Ecuacion 6.3 para determinar del coeficiente de difusion del
ferricianuro a partir de las medidas de corriente limite obtenidas con el microsensor
MEMS.

La técnica de corriente limite se utilizo para medir la distribucion del coeficiente de
difusion del ferricianuro en el interior de la biopelicula (Figura 6.10). Los resultados se
estandarizaron, respecto al coeficiente de difusion en el agua, calculando el coeficiente

de difusion relativo (Dy), como se muestra en la Ecuacion 6.14.
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D = DCN,b

r -z
DCN,W Ecuacion 6.14

Donde Dcyy es el coeficiente de difusion del ferricianuro en la biopelicula (m?s™) y
Denw s el coeficiente de difusion del ferricianuro en agua (m?-s™). El coeficiente de
difusion del oxigeno en la biopelicula (Dopp) puede calcularse a partir del coeficiente
relativo (Dy) y la difusividad molecular (Dopw) (Nguyen et al. 2014), tal y como se
muestra en la Ecuacion 6.15.

Doop =D, - D
oD, r - HMobw Ecuacion 6.15

Los perfiles de difusion en el interior de la biopelicula se midieron bajo diferentes
velocidades de circulacion de la fase liquida. En la Figura 6.10 se muestran los perfiles
adquiridos utilizando 6 velocidades de circulacién diferentes en el rango tipico de
velocidades de circulacion en biofiltros percoladores, entre 2 m-h™ y 25 m-h™ (Devinny,
Deshusses y Webster 1999).
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Figura 6.10. Perfiles del coeficiente de difusion (relativo y para el oxigeno) en el interior de la biopelicula
heterotrofa medidos utilizando la técnica de corriente limite. Los perfiles se adquirieron en 6 velocidades de
circulacion diferentes (2 (), 3 (0), 5 (A), 10 (A), 18 (m) y 25 (o) m-h™,

Los resultados (Figura 6.10) muestran que la resistencia al transporte de materia
interno aumenta desde la superficie hasta las zonas méas profundas de la biopelicula.
Este fendmeno se explica por el aumento de la densidad de la biopelicula en las zonas
mas profundas, tal y como se describe en Zhang y Bishop (1994), que da lugar a una

disminucion de la porosidad y a la velocidad de difusion. Estos resultados muestran que
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la estructura de la biopelicula es heterogénea, influyendo en el valor de la velocidad de

transporte de materia.

Comparando los resultados de los 6 perfiles se observa una progresiva disminucion
de las pendientes al aumentar la velocidad de circulacion de la fase liquida. El
coeficiente de difusion, que en la menor velocidad de circulacion estudiada variaba
entre 0.41 en la superficie de la biopelicula y 0.34 en la zona mas profunda de la
biopelicula, pas6é a variar entre 0.43 y 0.41. Estos resultados demuestran que la
heterogeneidad de la biopelicula se ve favorecida en condiciones de régimen laminar, y
que sus propiedades (en una misma seccion) se homogenizan cuando aumentan la

turbulencia en el reactor.

Por ultimo, los resultados obtenidos con el microsensor MEMS del coeficiente de
difusion en el interior de la biopelicula se compararon con los resultados reportados en
estudios similares con microsensores especificos para la medida de la corriente limite
(Beyenal y Lewandowski 2000). Los resultados presentados en el estudio actual para
una velocidad de circulacién de la fase liquida de 17 m-h™ muestran un coeficiente de
difusion relativo que varia entre 0.44 y 0.39. Estos resultados coinciden con los
presentados por Beyenal y Lewandowski (2000) (coeficiente de difusion relativo entre
0.45 y 0.41 para una velocidad de circulacién de 15 m-h™). Por lo tanto, la utilizacién
del microsensor MEMS para la obtencién de perfiles del coeficiente de difusion en el
interior de la biopelicula resulta muy util, permitiendo incrementar el conocimiento de
la heterogeneidad de la biopelicula. Ademas, estos perfiles incluso pueden ser utilizados
para estimar la distribucion de densidad en el interior de la biopelicula (Beyenal,

Tanyola¢ y Lewandowski 1998) (estudio no presentado en este trabajo).

Sin embargo, esta técnica necesita utilizar una solucion electrolitica especifica
(solucion de ferricianuro) que desnaturaliza las biopeliculas. Ademas, la utilizacion de
estos resultados se basa en la suposicion de que, a pesar de la diferencia de tamafio, no
hay diferencias entre la difusion a través de la biopelicula de las moléculas de
ferricianuro y oxigeno. Por este motivo, a pesar de que el método presentado ofrece
avances sustanciales en el conocimiento de los mecanismos que dirigen el trasporte de
oxigeno en el interior de las biopeliculas, estos dos factores condicionan la utilizacién

de esta técnica para el estudio del transporte de materia en el interior de biopeliculas.
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6.3.3.2. Estimacion dinamica del coeficiente de difusion

El coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula se estimo a partir de los
perfiles de oxigenacion adquiridos utilizando el microsensor MEMS. En la Figura 6.11
se muestra la distribucion experimental de OD en el interior de la biopelicula durante la
re-aireacion del reactor, con una velocidad de circulacién de 10 m-h™ y en una seccién
de biopelicula de concentracién 21.20 g SSV-L™?, y la distribucién de OD simulada

utilizando la Ecuacién 6.6.
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Figura 6.11. Perfiles de oxigenacion en diferentes profundidades de la biopelicula simulados utilizando la Ecuacién
6.6 (malla) y determinados experimentalmente utilizando el microsensor MEMS (e). Los perfiles experimentales
fueron adquiridos en el interior de una seccién de biopelicula con una densidad de 21.20 g SSV-L™. La velocidad de
circulacion de la fase liquida durante la oxigenacion se mantuvo en 10 m-h,

Los resultados de la Figura 6.11 revelan un buen ajuste entre los resultados
experimentales y simulados, que permite estimar el coeficiente de difusion medio en el
interior de la seccion de biopelicula monitorizada. El valor del coeficiente de difusion
medio en la seccién de biopelicula monitorizada, obtenido en el ajuste fue de 1.16-107
+7.31-10" cm?-s™. Los perfiles de oxigenacion presentados en la Figura 6.11, muestran
como la concentracién de OD disminuye en el inicio del experimento desde 2.5 mg-L™
en la superficie de la biopelicula hasta 1 mg-L™ a una profundidad de 700 um. Los
perfiles de oxigenacién registrados en las diferentes profundidades de la biopelicula
presentan una tendencia similar, con una velocidad de oxigenacion (calculada como el
pendiente de los perfiles) homogénea, alrededor de 1.5-10° mg-L™-s™. Al final del

periodo de oxigenacion se observa como la biopelicula presenta una concentracion de
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OD mas homogénea, variando entre 4.5 mg-L™ en la superficie y 4 mg-L™ en la zona

mas profunda.

El valor del coeficiente de difusion estimado a partir de los perfiles de oxigenacion
(utilizando el microsensor MEMS) se compar6 con el presentado en estudios
bibliograficos (Beuling, van Den Heuvel y Ottengraf 2000; Fu, Zhang y Bishop 1994;
Bishop, Zhang y Fu 1995). El coeficiente de difusion estimado en estos trabajos (en
biopeliculas similares a la utilizada en este estudio) presento unos valores relativos entre
0.55 y 0.65. La comparacion de estos valores con el valor obtenido en este estudio
(0.60) demuestra que el método presentado permite obtener resultados coherentes,

dentro del rango tipico del coeficiente de difusion en biopeliculas heterotrofas.
6.3.4. Caracterizacion de la biocinética

Los parametros biocinéticos, presentados en la Ecuacion 6.7, se determinaron
experimentalmente a partir de perfiles de OD adquiridos en el interior de la biopelicula
heterétrofa. La determinacion del parametro de consumo enddgeno de OD vy los
pardmetros de crecimiento bacteriano se realiz6 por separado. Para ello lo perfiles de
OD se adquirieron en primer lugar bajo condiciones endogenas (sin alimentacion de
glucosa en el reactor) y posteriormente bajo condiciones de consumo de sustrato
(alimentando glucosa). La velocidad de circulacion de la fase liquida durante la
adquisicion de los perfiles de OD se ajusté en 10 m-h™.

La concentracion de biomasa en las secciones del reactor (Figura 6.1) fue analizada,
obteniendo como resultados 20.10 g SSV-L?, 24.80 g SSV-L?, 28.80 g SSV-L* y
29.90 g SSV-L™* (desde la entrada hacia la salida de reactor). Estos resultados muestran
una elevada heterogeneidad de la biopelicula provocada por el efecto de las condiciones
hidrodinamicas del reactor sobre la formacion de las biopeliculas (Lewandowski y
Beyenal 2007). La densidad de la biopelicula disminuye a lo largo del reactor porque las
caracteristicas de la circulacion de la fase liquida en este tipo de reactores provocan que
el esfuerzo cortante sobre la biopelicula (que provoca el desprendimiento de parte de los
microorganismos que forman la biopelicula) disminuya desde la entrada hasta la salida
del reactor. A partir de la estimacion de los parametros biocinéticos en las diferentes
secciones del reactor fue posible estudiar el efecto de la heterogeneidad de la
biopelicula sobre la actividad de los microorganismos. Los parametros biocinéticos se

estimaron utilizando el coeficiente de difusién estimado en la seccién 6.3.3.2.
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6.3.4.1. Determinacion del parametro de consumo enddgeno

El pardmetro biocinético endogeno (kyq) se estimd en las 4 secciones citadas
anteriormente. Los perfiles de OD se adquirieron por duplicado. La zona de los perfiles
correspondiente al interior de la biopelicula se selecciond utilizando el procedimiento
presentado en la Figura 6.7. En la Figura 6.12 se muestran los perfiles experimentales
(en condiciones enddgenas) y los perfiles simulados (sin tener en cuenta el termino de

consumo de la Ecuacion 6.7) utilizados en la estimacion del kg.
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Figura 6.12. Perfiles de OD en el interior de la biopelicula adquiridos en condiciones enddgenas utilizando
microsensores de OD. Los puntos y las barras de error corresponden al valor medio y la dispersion de la
concentracion de OD medida en las dos replicas. Los perfiles corresponden a secciones de biopelicula de (a) 20.10 g
SSV-L, (b) 24.80 g SSV-L™, (c) 28.80 g SSV-L ™ty (d) 29.90 g SSV-L ™.

Los resultados de la Figura 6.12 muestran un excelente ajuste entre los perfiles
experimentales y simulados en las 4 secciones del reactor, confirmado por el valor de
los NRMSE (Tabla 6.2), inferiores al 1.5 %. Los valores de kg resultantes de los ajustes

se muestran en la Tabla 6.2. Los perfiles de OD de la Figura 6.12 presentan diferencias
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importantes en los valores de OD medido en la superficie de la biopelicula (profundidad
0 um) y en la profundidad de penetracion del OD. Se observa como la concentracion de
OD en la superficie de la biopelicula disminuye desde la seccion del reactor mas
cercana a la entrada del reactor (8.06 mg-L™ en la Figura 6.12a) hasta la salida del
reactor (7.11 mg-L™ en la Figura 6.12d), como resultado del consumo de OD a lo largo
del reactor.

El aumento de la densidad de la biopelicula observado a lo largo del reactor
(heterogeneidad de la biopelicula) provoca una disminucion de la profundidad de
penetracion del OD (desde 1150 um hasta 500 um). Este fendmeno se explica porque la
mayor densidad de biopelicula provoca que el agotamiento del OD ocurra a una menor

profundidad.

Tabla 6.2. Valores de ky estimados a partir de perfiles de OD adquiridos en la biopelicula heterétrofa. Los valores se
estimaron a partir de los perfiles de la Figura 6.12a (seccion 1), la Figura 6.12b (seccién 2), la Figura 6.12¢ (seccion
3) y la Figura 6.12d (seccion 4).

Seccién 1 Seccién 2 Secci6n 3 Seccion 4

Kq
[mg OD-g SSV*s™|

NRMSE [%] 1.08 1.14 0.94 0.89

1.68-10"+5.54.-10° 1.87-10"+1.07-10° 1.13.10"+2.71.10° 1.25.10°+9.75.10°

Las diferencias observadas en los perfiles de OD se traducen en los valores de kg
estimados (Tabla 6.2), a pesar de que la heterogeneidad de la biopelicula se tiene en
cuenta en el procedimiento de estimacion (a partir del valor de densidad de biopelicula).
Los valores de kg estimados variaron entre 1.13-10* mg OD-g SSV*.s? y 1.87-10 mg
OD-g SSV*.s* a lo largo de la biopelicula. La variacion de kg (39% a lo largo de la
biopelicula), muestra la importancia de tener en cuenta el impacto de la heterogeneidad
de la biopelicula sobre la actividad de los microorganismos.

Zhou etal. (2012) presentan parametros cinéeticos estimados en una biopelicula
heterotrofa. La comparacion de estos resultados con los presentados en la Tabla 6.2 es
compleja dado que este tipo de parametros es especifico para los microorganismos en
los que se estiman y las condiciones de cultivo. No obstante los resultados
bibliograficos de kq (en el intervalo entre 2.5-10* mg OD-g SSV*:sty 2.71:10* mg
OD-g SSV™*:s™) muestran que los valores obtenidos en este capitulo estan dentro del

mismo orden de magnitud.

Los resultados obtenidos en este estudio tambien se compararon con el valor tipico
de los pardmetros de consumo enddgeno de biomasa heter6trofa en suspension (Henze
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etal. 2000). EIl valor tipico del consumo enddgeno en sistemas en suspension (en el
rango entre 1.0-10° y 1.7-10° mg OD-g SSV*.s™) es un orden de magnitud mayor al
observado en este trabajo. Esta diferencia demuestra la importancia de la metodologia
presentada en este trabajo. La utilizacion de parametros biocinéticos estimados a partir

de perfiles de OD mejora la descripcion de la actividad de la biopelicula.
6.3.4.2. Determinacion de los parametros de crecimiento bacteriano

Los pardmetros biocinéticos se estimaron a partir de perfiles de OD. La adquisicion
de los perfiles se realizo siguiendo el procedimiento descrito para la estimacion del kg,
pero incluyendo el crecimiento bacteriano en el modelo. El reactor se alimentd con una
concentracion de glucosa de 13 g-L™. Los perfiles de OD se adquirieron pasadas 24
horas del inicio de la alimentacién para asegurar que las concentraciones de OD y
glucosa en el interior de la biopelicula se encontraban en estado estacionario. El estado
estacionario se comprobd antes de la estimacion de los parametros biocinéticos,

adquiriendo dos perfiles consecutivos (separados por 15 minutos), en la Figura 6.13.
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Figura 6.13. Perfiles de OD adquiridos después de 24 horas con alimentacién de glucosa (13 g-L™) en el reactor. Los
dos perfiles de OD (@) y (o) se obtuvieron en la misma posicion sobre la biopelicula, con un lapsus de 15 minutos
entre ambos.

Los resultados de la Figura 6.13 muestran que después de 24 horas del inicio de la
alimentacion de glucosa en el reactor, los perfiles de OD en el interior de la biopelicula
no presentan diferencias a lo largo del tiempo. El valor de NRMSE entre los dos
perfiles, 2.21 %, indica que la concentracion de OD en el interior de la biopelicula se

encuentra en estado estacionario.
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En la Figura 6.14 se muestran los perfiles de OD en las diferentes secciones de la
biopelicula (experimentales y simulados) adquiridos para la estimacion de los

pardmetros de crecimiento bacteriano (Qmax.op Y Ks.op).
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Figura 6.14. Perfiles de OD en el interior de la biopelicula adquiridos utilizando microsensores de OD para la
estimacion de Gpaxop Y Ks,op. L0s perfiles corresponden a secciones de biopelicula de (a) 20.10 g SSV-L™, (b) 24.80
g SSV:L™, (c) 28.80 g SSV-L™y (d) 29.90 g SSV-L™.

Los perfiles de OD simulados y adquiridos experimentalmente a lo largo de la
biopelicula, en la Figura 6.14, muestran una buena concordancia confirmada por los
valores de NRMSE calculados (Tabla 6.3). El excelente ajuste entre los diferentes
perfiles dio lugar a una estimacién fiable de los parametros biocinéticos. El valor de los
parametros Omaxop Y Ksop estimados se presentan en la Tabla 6.3. La principal
diferencia entre los perfiles de OD en los diferentes puntos del reactor se encuentra en la
concentracion de OD en la superficie de la biopelicula. EI consumo de OD a lo largo del
reactor provoca una clara disminucion de la concentracion de OD en la superficie de la

biopelicula desde la entrada (7.8 mg-L™ en el perfil de la Figura 6.14a) hasta la salida
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(5.09 mg-L™ en el perfil de la Figura 6.14d) del reactor. Comparando los perfiles de OD
en condiciones de consumo (Figura 6.14) y en condiciones enddgenas (Figura 6.12), se
puede comprobar que la actividad de los microorganismos elimina las diferencias en la
profundidad de penetracion del OD observadas a lo largo de la biopelicula trabajando
bajo condiciones endogenas (entre 450 um y 1100 um en condiciones endogenas, y
entre 450 um y 550 um en condiciones de consumo). El consumo de oxigeno debido a
la actividad de los microorganismos disminuye la penetracion del OD en el interior de
la biopelicula, reduciendo las diferencias observadas a lo largo de la biopelicula en la
Figura 6.12.

Tabla 6.3. Valores de gnaxop Y Ksop estimados a partir de perfiles de OD adquiridos en la biopelicula heterdtrofa.
Los valores se estimaron a partir de los perfiles de la Figura 6.14a (seccion 1), la Figura 6.14b (seccion 2), la Figura
6.14c (seccion 3) y la Figura 6.14d (seccion 4).

Seccién 1 Seccién 2 Secci6n 3 Seccion 4
Qmax.oo [Mg OD-g SSV*-s™] 0.0015+6.75-10°  0.0019+1.01-10"  0.0025+1.88-10*  0.0037#1.22.10™
Ksop [mg OD-L™] 0.425+0.020 0.475+0.030 0.510+0.040 0.550+0.020
NRMSE [%)] 0.95 1.20 3.04 1.31

Los resultados presentados en la Figura 6.14 y en la Tabla 6.3 muestran que la
heterogeneidad de la biopelicula tiene una influencia importante en la estimacion de los
pardmetros de consumo. El efecto de la heterogeneidad de la biopelicula es diferente
para la estimacién de los pardmetros Qmaxop Y Ksop. Los valores de gmaxop presentan
una variacion del 59 % (entre 0.0015 mg OD-g SSV*-s* y 0.0037 mg OD-g SSV*s™),

mientras los valores de Ks op s6lo varfan un 20% (entre 0.425 mg-L™ y 0.550 mg-L™).

El valor obtenido en la estimacion de los parametros de crecimiento (Tabla 6.3) se
compar6 con el valor bibliogréafico presentado en trabajos similares (Zhou et al. 2012;
Yurt et al. 2003). En Zhou et al. (2012), los parametros biocinéticos se estiman sin tener
en cuenta el efecto de la heterogeneidad de la biopelicula. Sin embargo, los resultados
presentados por los autores revelan una variabilidad el valor de los pardmetros similar a
la observada en los resultados presentados en este capitulo. Esta variabilidad confirma
la suposicion de que la heterogeneidad de la biopelicula influye en el valor de los
pardmetros biocinéticos estimados. La variabilidad del parametro qmaxop presentado en
la Tabla 6.3 es comparable con la que se observa en Zhou etal. (2012) donde el
parametro biocinético presenta una variacion del 20% (entre 0.0025 mg OD-g SSV s
y 0.0030 mg OD-g SSV*-s™%). Del mismo modo, los resultados de Ksop presentados en

la Tabla 6.3 presenta unos valores similares a los bibliograficos, donde se observa una
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variacion en el valor del parametro del 10 % (entre 0.45 mg OD-L™ y 0.55 mg-OD-L™).
En Yurt etal. (2003) estimaron los pardmetros de crecimiento en una biopelicula
heterétrofa a partir de perfiles de OD. Sin embargo, los autores sélo fueron capaces de
estimar el coeficiente de semi-saturacion, obteniendo un valor ligeramente inferior al
observado en el presente trabajo (0.33 mg-L™). Los resultados bibliograficos muestran
como los valores de los pardmetros de crecimiento estimados utilizando la metodologia

presentada en este capitulo estan dentro el rango tipico de estos pardmetros.

El valor estimado para los pardmetros de crecimiento también se compard con el
valor tipico de biomasa heterétrofa cultivada en sistemas de suspension (Henze et al.
2000). Como se observo en la comparacion del coeficiente de consumo end6geno, los
valores tipicos de gmaxop en cultivos en suspensién (entre 0.01 mg OD-g SSV*sty
0.017 mg OD-g SSV*.s™) sobreestiman la actividad de la biomasa inmovilizada. El
coeficiente de semi-saturacion (Ksop) en biomasa en suspension presenta un valor
tipico (0.2 mg-L™) inferior al observado en cultivos inmovilizados. Estos resultados
demuestran de nuevo la importancia de utilizar parametros estimados a partir de perfiles
de OD para describir la actividad de los microorganismos cuando se encuentran
inmovilizados, ya que no siempre es posible considerar su comportamiento igual que el

de cultivos en suspension.

6.4. CONCLUSIONES

La utilizacion de microsensores para la monitorizacion dindmica del OD en
experimentos de re-aireacion ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para la
caracterizacion de biopeliculas. Utilizando estas técnicas ha sido posible desarrollar
metodologias para la cuantificacion de las resistencias al transporte externo e interno y
para la estimacion de los pardmetros biocinéticos en el interior de una biopelicula
heterotrofa. Las metodologias presentadas han sido complementadas con la evaluacion
de los intervalos de confianza y con un disefio experimental para aumentar la fiabilidad

de los parametros estimados.

El potencial de los microsensores para realizar medidas con una elevada resolucion
espacial se ha aprovechado para desarrollar un método dinamico para la estimacion del
coeficiente de transporte de materia externo, que ha permitido sustituir los métodos de
estudio cualitativo. Este método permite obtener informacion cuantitativa a partir de

medidas directas en sistemas de biopeliculas.
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La adaptacion del microsensor MEMS para realizar medidas de corriente limite ha
permitido comprobar que el transporte de materia en el interior de la biopelicula esta
muy influenciado por la heterogeneidad de la biopelicula (en términos de densidad de
biopelicula) y por las condiciones hidrodindmicas en el reactor. Sin embargo, las
diferencias entre la especie electroactiva utilizada en esta técnica y el OD solo permite

utilizar estos resultados de forma cualitativa.

La utilizacion del microsensor MEMS ha permitido simplificar el procedimiento
necesario para adquirir simultaneamente perfiles de oxigenacion a diferentes
profundidades de la biopelicula. Estos perfiles han sido utilizados con éxito en la
estimacion del coeficiente de difusion medio en la seccion de biopelicula monitorizada.
Este procedimiento resulta de gran utilidad ya que su simplicidad permite su utilizacion

para la caracterizacion del transporte de materia en diferentes sistemas experimentales.

Por ultimo, se ha desarrollado una metodologia para la estimacion de los parametros
cinéticos de los microorganismos que crecen en la biopelicula a partir de la adquisicion
de perfiles de OD. La estimacion de los parametros biocinéticos a partir de la
adquisicion de medidas en su interior mejora el conocimiento sobre la actividad de la

biopelicula, que comlUnmente se describe a partir de estudios en cultivos en suspension.

134



Capitulo7
Modelizacion de un Bioreactor de Placa Plana a
partir de la caracterizacion del transporte de materia

externo e interno en biopeliculas heterotrofas
utilizando microsensores







Disefio, caracterizacion y aplicacion de microelectrodos para el estudio de biopeliculas sulfuroxidantes

7. MODELIZACION DE UN BIOREACTOR DE PLACA PLANA
A PARTIR DE LA CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE DE
MATERIA EXTERNO E |INTERNO EN BIOPELICULAS
HETEROTROFAS UTILIZANDO MICROSENSORES

En este capitulo se han utilizado las metodologias (desarrolladas en el capitulo 6)
para caracterizar el transporte de materia externo e interno en una biopelicula
heterétrofa, estudiando el efecto de dos parémetros clave del proceso como las
condiciones hidrodinamicas y la densidad de la biopelicula. Los coeficientes de
transporte de materia estimados experimentalmente se han incorporado en el
desarrollo de un modelo para una biopelicula heterotrofa.

Resumen

El efecto de las condiciones hidrodinamicas sobre la resistencia al transporte de
materia se ha evaluado en el rango tipico de velocidades de circulacion de la fase
liquida sobre biopeliculas en sistemas de biofiltracion (Reynolds entre 0.5 y 7). La
tendencia de los coeficientes de transporte de materia externo, dentro de este rango,
mostraron discrepancias con las predicciones de los modelos convencionales que
describen el transporte de materia externo en condiciones laminares. Por otro lado, el
estudio del transporte de materia interno reveld una estrecha relacion entre la estructura
de la biopelicula y los mecanismos de transporte. En este sentido, se observé como el
transporte de materia en el interior de la biopelicula esta controlado por la difusién a
través de los agregados de microorganismos a velocidades de circulacién inferiores a 10
m-h™ (Re 2.8). Sin embargo, a velocidades de circulacién superiores a 20 m-h™ (Re
5.6), se observd como el transporte de materia interno esta impulsado por mecanismos
de conveccion dentro de los poros, los huecos y los canales de la biopelicula. Entre las
dos velocidades de circulacion, el transporte de materia interno ocurre por una
combinacion de mecanismos de transporte de materia difusivos y convectivos. El
coeficiente de difusion estimado en biopeliculas de diferente densidad mostr6 un
incremento linear de la resistencia al transporte de materia cuando aumenta la densidad
de la biopelicula (debido a la disminucion de la porosidad) hasta una densidad de la
biopelicula de 50 g SSV-L™. En biopeliculas de densidades superiores se observaron
limitaciones en el transporte de materia interno. La fiabilidad de los resultados en la
determinacion de los coeficientes de transportes de materia externo e interno se aseguro

a partir del disefio experimental 6ptimo y de la estimacion de los intervalos de confianza
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de los parametros estimados, utilizando el procedimiento matematico presentado en el
capitulo 6. Los resultados de estos estudios se utilizaron para proponer correlaciones
empiricas para el célculo de los coeficientes de transporte de materia a partir del Re en
el sistema y la densidad de la biopelicula. Estas correlaciones y el modelo cinético
desarrollado en el capitulo 6 se incorporaron en el desarrollo del modelo de una
biopelicula heterotrofa. EI modelo resultante simplifico la etapa de calibrado y mejord
su respuesta respecto a modelos basados en pardmetros bibliogréficos, incorporando el
efecto de la densidad de la biopelicula y las condiciones hidrodindmicas en las

predicciones del modelo.

Una version modificada de este capitulo ha sido publicada en:

X. Guimera, A. D. Dorado, A. Bonsfills, D. Gabriel, G. Gabriel, X. Gamisans.
Dynamic characterization of external and internal mass transport in heterotrophic

biofilm from microsensors measurements. Wat. Res. (Enviado)
Parte del contenido de este capitulo ha sido presentado en:

7th European Meeting on Chemical Industry and Environment (2015). Effect of
biomass density on oxygen diffusivity measured inside biofilms with a MEA sensor. X.
Guimera, A. D. Dorado, A. Bonsfills, D. Gabriel, X. Gamisans.
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7.1. INTRODUCCION

La modelizacion de los sistemas de biofiltracion es una herramienta de gran utilidad
para el disefio y control de los bioreactores. La descripcion de los mecanismos de
degradacion, que generalmente tienen lugar en el interior de las biopeliculas, es la etapa
mas importante en el desarrollo de modelos matematicos de sistemas de biofiltracion. El
funcionamiento de las biopeliculas se modeliza teniendo en cuenta el transporte de
materia de nutrientes y contaminantes desde la fase liquida hasta el interior de la
biopelicula (transporte de materia externo e interno) y la velocidad de consumo de los

microorganismos (biocinética).

El escaso conocimiento del funcionamiento de las biopeliculas debido a las
limitaciones para su monitorizacion ha llevado a asumir simplificaciones importantes en
el desarrollo de modelos para biopeliculas (Beyenal y Lewandowski 2005). Entre las
simplificaciones que comprometen la fiabilidad de estos modelos destacan la adaptacion
de pardmetros cinéticos estimados en cultivos en suspension para describir la actividad
de las biopeliculas (Hille et al. 2009; Mannucci et al. 2012) (a pesar de las diferencias
fisiolégicas entre los dos tipos de crecimiento), y la utilizacién de coeficientes de
difusion constantes a lo largo de las biopeliculas sin tener en cuenta el efecto de la
densidad y la heterogeneidad de la biopelicula (Dorado etal. 2008), incluso
aproximando su valor al de coeficientes de difusion en el agua (Kim y Deshusses 2003).

La monitorizacion del OD mediante microsensores es una técnica muy potente,
utilizada en el capitulo 6 para la caracterizacion del transporte de materia y las cinéticas
biolégicas en el interior de biopeliculas. EI conocimiento de los mecanismos de
degradacion obtenido en estos estudios puede utilizarse para desarrollar modelos
rigurosos y precisos que permiten avanzar en el estudio y la optimizacion de los
bioreactores. De este modo, estas medidas han sido utilizadas para desarrollar el modelo
cinético de una biopelicula heterotrofa. Sin embargo, los resultados obtenidos utilizando
microsensores no han sido utilizados para desarrollar modelos que consideren
conjuntamente la influencia de las condiciones hidrodindmicas y la estructura de la

biopelicula sobre el transporte de materia.

La influencia de las condiciones hidrodindmicas sobre el transporte de materia
externo ha sido estudiado, utilizando microsensores, por diferentes autores (Horn y
Hempel 1995; Zhang y Bishop 1995), que han desarrollado correlaciones empiricas para
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el célculo del coeficiente de trasferencia de materia. Sin embargo, estos estudios no
consideran el efecto de la heterogeneidad superficial de la biopelicula sobre los
mecanismos de transporte (suponen la interfase entre la fase liquida y la biopelicula
como una superficie plana). Esta suposicion entra en contradiccion con lo que sugieren
diferentes autores (Beyenal y Lewandowski 2000; Wasche, Horn y Hempel 2002), que
no consideran valida esta aproximacion para describir el transporte de materia entre una

fase liquida y una biopelicula.

El estudio del impacto de las condiciones hidrodinamicas sobre el transporte de
materia en el interior de biopeliculas, convencionalmente utilizando herramientas
oOpticas (microscopio confocal) ha revelado la existencia del movimiento de la fase
liguida a través de ella (De Beer, Stoodley y Lewandowski 1994; Stoodley,
Lewandowski y de Beer 1994).

Respecto a la influencia de la estructura de la biopelicula sobre el transporte de
materia interno, ha sido estudiada utilizando tanto técnicas Opticas (De Beer et al. 1994)
como microsensores (Bishop, Zhang y Fu 1995; Schramm et al. 1996; Okabe et al.
1999; Zhu et al. 2001). Los resultados de estos estudios sugieren que el efecto de la
heterogeneidad de las biopeliculas sobre la difusién debe abordarse considerando la
influencia de las condiciones hidrodinamicas y la densidad de la biopelicula. Sin
embargo, las correlaciones desarrolladas por diferentes autores para el calculo del
coeficiente de difusion en el interior de biopeliculas s6lo consideran el efecto de la
estructura de las biopeliculas a partir de pardmetros macroscopicos como la porosidad o
la densidad (Fan et al. 1990; Horn y Morgenroth 2006; Hinson y Kocher 1996; Zhang y
Bishop 1994b; Beyenal, Seker y Tanyolac 1997). A pesar de que estas correlaciones han
sido utilizadas en modelos de biofiltracion, el procedimiento utilizado en su desarrollo
compromete su fiabilidad. La mayoria de estas correlaciones se basa en modelos
teodricos (Zhang y Bishop 1995) o en suposiciones importantes (Hinson y Kocher 1996).
Por el otro lado, las correlaciones empiricas se han desarrollado utilizando estimaciones
experimentales del coeficiente de difusion en el interior de agregados de biomasa (Fan
et al. 1990; Beyenal et al. 1997). Las diferencias estructurales entre las biopeliculas y
los granulos de biomasa pone en compromiso la extrapolacion de estas correlaciones

para describir el transporte de materia en el interior de biopeliculas.
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Teniendo en cuenta las limitaciones que presentan los modelos disponibles para
describir el transporte de materia externo e interno, las metodologias desarrolladas en el
capitulo 6 para la estimacion de los coeficientes de transferencia de materia y difusion
han sido utilizadas para investigar la relacion entre las condiciones hidrodinamicas y la
densidad de la biopelicula, y el transporte de materia. La fiabilidad de estos estudios se
asegurd utilizando el procedimiento basado en la FIM (presentado en el capitulo 6) para
seleccionar las condiciones experimentales Optimas y evaluar los intervalos de
confianza durante la estimacion de los parametros. Los resultados de estos estudios se
utilizaron para proponer dos correlaciones para evaluar los coeficientes de transporte de
materia. Finalmente, las correlaciones empiricas y el modelo cinético desarrollado a
partir de perfiles de OD (capitulo 6) se incluyeron en el modelo que describe la
degradacion de la glucosa en el interior de una biopelicula heterétrofa, para evaluar la
mejora de la respuesta del modelo utilizacién de pardmetros experimentales en lugar de

pardmetros bibliogréficos.

7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Caracterizacion del transporte de materia

La influencia de las condiciones hidrodinamicas y la estructura de la biopelicula
sobre el transporte de materia, se evalud estimando los coeficientes de transferencia de
materia y de difusion en diferentes condiciones de velocidad de circulacion de la fase
liquida (entre 2.5 m-h™ y 24 m-h™, correspondiente a Re entre 0.5 y 7) y de densidad de
biopelicula (entre 9 g SSV-L™ y 70 g SSV-L™). Los resultados de estos estudios se
utilizaron para desarrollar correlaciones empiricas para evaluar los pardmetros de
transporte de materia. Las metodologias utilizadas en la estimacién de los parametros de
transporte de materia y el procedimiento utilizado en el desarrollo de las correlaciones

empiricas se presentan a continuacion.
7.2.1.1. Metodologias para la caracterizacion del transporte de materia

El coeficiente de transferencia de materia externo y el coeficiente de difusion se
estimaron sobre una biopelicula heterétrofa cultivada en un bioreactor de placa plana de
canal abierto (BPP-CA). Los coeficientes de transporte de materia se estimaron
utilizando las metodologias de estimacion dindmica, presentadas en las secciones

6.3.2.2 y 6.3.3.2, que proporcionaron una estimacion precisa de los coeficientes de
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transporte de materia. Las condiciones experimentales bajo las cuales se determinaron
los coeficientes de transporte de materia se seleccionaron utilizando el disefio de
experimentos optimos, con el objetivo de incrementar la fiabilidad de las estimaciones.
Este procedimiento también se utilizd para evaluar los intervalos de confianza de los

parametros estimados.

7.2.1.2. Desarrollo de correlaciones empiricas para evaluar el transporte de

materia

Los modelos disponibles para la descripcién del transporte de materia externo
expresan el coeficiente de transferencia de materia como el nimero adimensional de
Sherwood (Sh), calculado a partir de los nimeros de Reynolds (Re) y Schmidt (Sc)
siguiendo la relacion Sh-Re gque se muestra en la Ecuacion 7.1.

Sh=qa-Re”-Sc”

Ecuacion 7.1

Donde «, # y y son los pardmetros que definen la relacién Sh-Re. Los resultados
experimentales de k. a diferentes velocidades de circulacion se utilizaron para proponer
una correlacion empirica del tipo Sh-Re (Ecuacion 7.1). Para ello, los resultados de k. se
utilizaron para calcular el Sh, la velocidad de circulacion se utilizé para calcular el Re y
las propiedades fisicas del fluido se utilizaron para determinar el Sc. El valor de los
nameros adimensionales, calculados a partir de los resultados del estudio sobre el
transporte de materia externo, se ajustaron a la (Ecuacion 7.1) determinando los
pardmetros de la correlacion empirica (a, Sy 7). El ajuste se llevo a cabo siguiendo un

procedimiento de optimizacion sin restricciones.

El valor de las propiedades fisicas del fluido, utilizados en la estimacion de los

numeros adimensionales se muestran en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Propiedades fisicas del fluido en el interior de la capa limite, necesarias para el calculo de los nimeros
adimensionales de Sh, Re y Sc.

Parametro Valor Descripcion
Dop, [m*s7] 2.10° Coeficiente de difusion del oxigeno (20°C) (Nguyen et al. 2014)
Poo; [kg-m?] 1000 Densidad del fluido (20°C) (Perry y Green 1997)
Moo, [kg-m™-s™] 0.001 Viscosidad dinamica del fluido (20°C) (Perry y Green 1997)
XL [m] 1.10° Longitud hidrodinamica caracteristica (determinada experimentalmente)
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La baja concentracion de sales del medio mineral utilizado permitié aproximar las
propiedades fisicas del fluido en el interior de la capa limite (Tabla 7.1) a las del agua.
La longitud hidrodindmica caracteristica (x.) utilizada en la estimacion del Sh y del Re,
se definié como el grueso de la fase liquida a lo largo del reactor, tal y como se propone
en Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen (2000). El grosor de la pelicula de liquido se
determiné experimentalmente a partir del analisis de los perfiles de OD (adquiridos a lo

largo de la biopelicula) siguiendo el procedimiento presentado en la Figura 6.7.

Los resultados del estudio del transporte de materia interno se utilizaron para
proponer una correlacion experimental para la estimacion del coeficiente de difusion.
Los datos experimentales se ajustaron a un modelo general multi-variable. Utilizando
Minitab se realiz6 un andlisis de regresion y correlacion en el que se definieron las
relaciones entre la variable dependiente (coeficiente de difusion) y las variables

independientes (velocidad de circulacion de la fase liquida y densidad de la biopelicula).
7.2.2. Cultivo de biopeliculas heterotrofas

Los experimentos presentados en este capitulo se realizaron sobre una biopelicula
heter6trofa cultivada en un bioreactor de placa plana. El reactor se puso en marcha y se
operd siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.1.2.1, utilizando como
inoculo un consorcio de microorganismos procedente de una planta piloto para el
tratamiento de agua residual. El reactor se aliment6 con una solucién de medio mineral
(seccion 4.1.2.1) utilizando glucosa como fuente de carbono y energia (13 g-L™?). Las
condiciones de operacion (tiempo de residencia y velocidad de la fase liquida) durante
la formacion de las biopeliculas se seleccionaron reproduciendo la operacion de un
biofiltro percolador (8 horas y 10 m-h respectivamente) (Devinny, Deshusses y
Webster 1999). Durante la operacion del bioreactor se monitorizaron la densidad de
biopelicula y la concentracion de glucosa, siguiendo las técnicas analiticas descritas en

la seccion 4.2.1.

La caracterizacién del transporte de materia en el interior de la biopelicula requirié la
inactivacion de los microorganismos. La bioactividad de la biopelicula se inhibid
recirculando una solucion de NaNj;. Este procedimiento de desactivacion (descrito en
detalle en la seccidn 6.2.1.1) permitié mantener intactas las caracteristicas estructurales
de la biopelicula (Matson y Characklis 1976; Horn y Morgenroth 2006).
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7.3. MODELO MATEMATICO DEL BIOREACTOR DE PLACA PLANA

En este apartado se presenta un modelo matematico desarrollado para simular el

comportamiento de la biopelicula heterotrofa aerobia cultivada en un bioreactor de

placa plana, utilizando glucosa como la Gnica fuente de carbono y energia. EI modelo se

desarroll6 considerando el transporte fisico de nutrientes y sustratos, y los procesos

bioldgicos a lo largo del bioreactor. EI modelo matematico describe la biodegradacion

aerobia de la glucosa en el interior de la biopelicula heterétrofa.

7.3.1. Suposiciones del modelo

El desarrollo y la resolucién del modelo matematico se basaron en una serie de

simplificaciones. Las suposiciones asumidas, basadas en modelos consolidados (Dorado

et al. 2008; Kim y Deshusses 2003), se presentan a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

No hay acumulacién de biomasa en el reactor, y las propiedades de la
biomasa (espesor, densidad y parametros biocinéticos) son constantes a lo
largo de toda la biopelicula.

El espesor de la capa de liquido que recubre la biopelicula es constante en las
diferentes secciones en las que se divide la biopelicula.

La circulacion de la fase liquida a lo largo de la placa plana se puede
considerar de tipo piston despreciando la dispersion axial (Dorado 2009;
Rodriguez 2013).

El transporte de materia des de la fase liquida hasta la biopelicula se define a
partir de un coeficiente de transferencia de materia.

El transporte de materia en el interior de la biopelicula tiene lugar por
difusion, siguiendo la ley de Fick.

La profundidad de la biopelicula se discretiza en diferentes capas de espesor
homogéneo, con una entrada desde la capa anterior y una salida hacia la capa
siguiente.

No se considera reaccion en la fase liquida (la fraccion de biomasa en la fase
liquida es despreciable) (Kim y Deshusses 2003; Rodriguez 2013).

La degradacion de la glucosa en el interior de la biopelicula heterotrofa se
describe utilizando el modelo cinético de Monod, con la concentracion de
oxigeno como Unico factor limitante del crecimiento de los microorganismos.

Esta suposicion se validé a partir de la medida de glucosa en el reactor, y de
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la comparacion de estos resultados (concentraciones de glucosa superiores a
10 g-L™) con el valor tipico de la constante de semi-saturacion de la glucosa
en cultivos heterétrofos (inferiores a 1 mg-L™) (Wick, Weilenmann y Egli
2002).

7.3.2. Balances de materia en el bioreactor de placa plana

El modelo del bioreactor de placa plana se basa en los balances de materia de la
glucosa y el oxigeno a lo largo del reactor. Las ecuaciones utilizadas para plantear los
balances de materia en las diferentes fases se muestran a continuacion. Las variables de
concentracion que se presentan hacen referencia a las especies m estudiadas (glucosa y

oxigeno).
7.3.2.1. Fase liquida

De acuerdo con el régimen de circulacion de la fase liquida, definido en las
suposiciones del modelo, el balance de materia de las diferentes especies en la fase

liquida se expresa siguiendo la Ecuacion 7.2.

oC,. _ .
ot Lol Ecuacion 7.2

Donde Cn. (kg-m™) es la concentracion de las especies m en la fase liquida, v, es la
velocidad de circulacion de la fase liquida (m-s™), t es el tiempo (s) y | es la posicién en
la longitud del reactor (m). La velocidad de circulacion de la fase liquida se define a
partir del caudal de alimentaciéon (Qaiim), €l de recirculacion (Qrec) Y la seccion de la

pelicula de liquido.
7.3.2.2. Transferencia de materia de la fase liquida a la biopelicula

La transferencia de materia entre la fase liquida y la biopelicula generalmente se
estudia utilizando la teoria de la doble pelicula (Lewis y Whitman 1924), considerando
que la resistencia al transporte de materia sélo se encuentra en la pelicula de liquido
sobre la superficie de la biopelicula. Teniendo esto en cuenta, el flujo de las dos

especies a través de la interfase del liquido se expresa siguiendo la Ecuacion 7.3.
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0Coa|  _,
dt

mL & [Cm,L - Cm,B]

interfase Ecuacion 7.3

Donde Cp, s es la concentracion de las dos especies en la superficie de la biopelicula
(kg-m™), k. es el coeficiente de transferencia de materia externa (m-s™) y a es el area

especifica de transferencia (m™).
7.3.2.3. Biopelicula

Las propiedades de la biopelicula heterotrofa modelizada (grosor, densidad y
parametros biocinéticos) se consideran homogéneas en las diferentes secciones en las
que se discretiza el reactor. Estas propiedades se consideran homogéneas a lo largo del
tiempo, considerando que no hay acumulacion de microorganismos en la biopelicula. El
efecto de la heterogeneidad de la biopelicula se incluye en el modelo utilizando un
coeficiente de difusion variable en funcion de las caracteristicas estructurales de la
biopelicula. De acuerdo con estas consideraciones el balance de materia en el interior de
la biopelicula sigue la Ecuacion 7.4.

dCy _ OCuy

dt mb - 572 Ecuacion 7.4

Donde Cpp €s la concentraciéon de las dos especies en el interior de la biopelicula
(kg-m™), D es el coeficiente de difusion de cada una de las especies en la biopelicula

(m?-s™) y z es la posicién en la profundidad de la biopelicula (m).
7.3.2.4. Velocidad de crecimiento de los microorganismos

La cinética de degradacion de los microorganismos heterétrofos generalmente se
describe utilizando el modelo cinético de Monod (Henze et al. 2000; Zhou et al. 2012;
Yurt et al. 2003), considerando que el crecimiento de los microorganismos esta limitado
por la concentracion de oxigeno y sustrato (Yurt, Sears y Lewandowski 2002; Henze
et al. 2000) o solo por la concentracion de oxigeno (Zhou etal. 2012). La expresion
general de la velocidad de crecimiento de los microorganismos, a partir de la cual se

definen las velocidades de consumo de las dos especies, se muestra en la Ecuacion 7.5.
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dXx, -y Copip ) Cep )
dt mex KS,OD +COD,b KS,G +CG'b Ecuacion 7.5

Donde Xy, es la concentracion de microorganismos en la biopelicula (kg-m™), pimax €S
la velocidad maxima de crecimiento de los microorganismos (s*), Copp €S la
concentracién de oxigeno en la biopelicula (kg-m™), Ksop es el coeficiente de semi-
saturacion de Monod para el oxigeno (kg-m™), Cs es la concentracion de glucosa en la
biopelicula (kg-m™) y Kse es el coeficiente de semi-saturacion de Monod para la

glucosa (kg-m™).
7.3.3. Resolucion numérica

La resolucion de las ecuaciones de balance que describen los fendmenos que tienen
lugar en el interior del reactor de placa plana se realiza mediante un procedimiento de
discretizacién (Figura 7.1). El objetivo de la discretizacion es simplificar las ecuaciones
diferenciales parciales (que dependen del tiempo (t), de la longitud del reactor (x) y de
la profundidad de la biopelicula (z)) a ecuaciones diferenciales ordinarias (que solo
dependen del tiempo). Para ello, el flujo (tipo piston) se divide en nL secciones que se
comportan como un reactor de tanque agitado (propiedades constantes). Esta division se
realiza tanto en la fase liquida como en la biopelicula. La discretizacion del sistema se
completa dividiendo cada una de las secciones de biopeliculas resultantes en nb capas,
en las que las propiedades también se consideran homogéneas. El resultado de la

discretizacién se puede observar en la Figura 7.1.

T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT I 7
: 1| Qe
------- \'L——-—-—-—-ﬂ Cn@ = @ = cn@® F—f cu® }-——————--JI--—---->
| l l l
Quirn Cne@D) | Cw@D) | Cuen || cu@ |
‘ cm‘,fuj) T cm‘:(z,n T cmvbw(3,7) T cm‘bw(4,7) |

I:] Conveccion I:I Transferencia de materia (k;,, ) I:] Difusion (D, )

Figura 7.1. Estructura del modelo resultado de la discretizacion del BPP-CA en nL secciones a lo largo del reactor y
nb capas de biopelicula.
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El resultado de la discretizacion es un conjunto de secciones de liquido y biopeliculas
consideradas como reactores de tanque agitado. Como se observa en la Figura 7.1, cada
seccion de la fase liquida tiene una entrada desde la seccion anterior, una salida hacia la
siguiente seccion y una salida adicional hacia la biopelicula, y cada seccion de
biopelicula tiene una entrada desde la capa anterior (menos profunda) y una salida hacia
la siguiente capa (mas profunda). El valor éptimo de secciones de reactor y secciones de
biopelicula se evalu6 analizando la relacion entre la calidad de los resultados y el
tiempo de célculo, concluyendo que para el sistema modelado una divisibn en 4 nLy 7
nb era 6ptima. Con estas simplificaciones el modelo quedé definido por un conjunto de
ecuaciones diferenciales ordinarias que redujeron considerablemente el tiempo y el

esfuerzo requerido para su resolucién matematica.
7.3.4. Ecuaciones del modelo matematico del bioreactor de placa plana

El modelo matematico esta definido por las ecuaciones diferenciales planteadas
después de la discretizacion del sistema. Estas expresiones se presentan a continuacion

para las diferentes fases del reactor.
7.3.4.1. Ecuaciones del modelo en la fase liquida

Las ecuaciones del modelo para describir la evolucién de la concentracién de los dos
componentes m (oxigeno y glucosa) en la fase liquida se muestran a continuacion para
las diferentes secciones en las que se discretizo la fase liquida (diferenciadas con el
subindice i). La Ecuacion 7.6 presenta el balance de materia en la primera seccion del
reactor (i=1), mientras que la Ecuacion 7.7 presenta los balances de materia desde la

segunda seccion (i=2) hasta la salida del reactor (i=nL).

deI( ) rec alim .
dt | ‘ Q V+Q Y Con Liinteny ~ m,L(I))_
)

"
Ecuacién 7.6

Ky (€ ) -y 1)

L
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i=nL

de,I (I)
dt

- (QE\C/+ QLaj.m C, . (i-D~C,, (i))-

Ky (€ ()~ C ()

L

Ecuacién 7.7

Donde V_ es el volumen de la fase liquida (m®), Qrec €s el caudal de recirculacion
(m®s™), Qaim es el caudal de alimentacién (m®s™), Cn. niey €S la concentracion de
entrada en el reactor de las especies m (kg-m™), nL es el nimero de secciones en las que

se divide el reactor y Agans €S €l area de transferencia entre el liquido y la biopelicula
(m?).

La concentracion de las dos especies en la entrada del reactor se define a partir de la
operacion del reactor. La fase liquida se considera saturada de oxigeno en la entrada del
reactor (8 mg-L™) (temperatura de trabajo entre 20°C y 25°C) debido a la oxigenacion
de la fase liquida en la camara de mezcla situada en la recirculacion. La concentracién

de glucosa en la entrada del reactor se calcula a partir de la Ecuacion 7.8.

(CG,L(aIim) ’ Qalim + CG,L (7) ’ Qrec)

Qalim + Qrec Ecuacién 7.8

Cg inlet =

Donde Cg (aim) €S la concentracion de glucosa con la que se alimenta el reactor (13
kg-m™).

7.3.4.2. Ecuaciones del modelo en la biopelicula

Las ecuaciones del modelo para simular la concentracién en el interior de la
biopelicula de las dos especies m (oxigeno y glucosa) se muestran a continuacién para
las secciones nL del reactor y para las diferentes subcapas de la biopelicula
(diferenciadas con el subindice j). La Ecuacion 7.9 presenta el balance en la primera
subcapa de la biopelicula (j=1) (superficie de la biopelicula). La Ecuacion 7.10 presenta
el balance entre la primera y la ultima subcapa de biopelicula. Finalmente, la Ecuacién
7.11 presenta el balance en la Gltima subcapa de la biopelicula (j=nb) (antes de la base

del reactor).
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dC,.,. (i, )™

dt = km,L 'Aq;im'(cm,L(i)_Cm,b(i’l))_

L

j=1
i=1

D
— T (Crp (i) = Coy i J+1))- Ry (i)
)

j=nb-1

Dm = . - .
= ™ (Chy (i j =D =2-C (i, ) +
i~ ZV -
j=2 ( nb) Ecuacion 7.10

+C:m,b(i’ J +1))_ I:am,b(i! J)

Ecuacién 7.9

dC,, (1, 1)
dt

i=nL

de i, - Dm . . - -
g(J)' :%'(Cm,b(lyJ_l)_Cm:b(l’J))_
t (zb )
nb Ecuacién 7.11
~R,,(i,nb)

Donde Dpp es el coeficiente de difusion de la especie m en el interior de la
biopelicula (m?-s™), z, es el espesor de la biopelicula (m), nb es el nimero de subcapas
en las que se dividen las secciones de biopelicula y Ry, es la velocidad de consumo
bioldgico de las especies m (kg-m-s™), expresadas en la Ecuacion 7.12 y la Ecuacién
7.13.

7.3.4.3. Cinética de biodegradacion

Las velocidades de consumo de las dos especies se expresaron a partir de la Ecuacion
7.5, teniendo en cuenta el consumo de oxigeno por el metabolismo enddgeno de los
microorganismos. La Ecuacion 7.5 se simplific6 considerando que el metabolismo de
los microorganismos sélo estaba limitado por la concentracion de oxigeno. Las
velocidades de consumo de glucosa y oxigeno en las diferentes secciones i del reactor y
las diferentes capas j de la biopelicula, se presentan en la Ecuacion 7.12 y la Ecuacion
7.13.

COD,b(i’ ),
Ks,OD + COD,b(i’ J)

ROD,b (i,))= Ormax,00 ) xb(i’ N+ kd ) xb(i’ ) Ecuacién 7.12
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.. 1 Copp (1, 1) .
RG,b (|. J) = Yi qmax,OD : K o0 xb(l’ J) Ecuacién 7.13

% <00+ Cons (i1 ]

Donde Ropp es la velocidad de consumo del oxigeno (kg-m™-s'), Rgp es la
velocidad de consumo de glucosa (kg-m™-s™), gmaxop €s el consumo especifico maximo
del oxigeno (kg O,-kg SSV*-s™), kg es el coeficiente de consumo endégeno para el
oxigeno (kg O,-kg SSV1s?) y Yo es el rendimiento oxigeno-glucosa de los

microorganismos (kg O,-kg glucosa™).
7.3.4.4. Parametros del modelo

El valor de los pardmetros del modelo (caracteristicas y condiciones de operacion del

reactor) utilizados en su simulacion, se presenta en la Tabla 7.2.

Tabla 7.2. Valor de los parametros del modelo utilizados en su simulacion (caracteristicas del reactor y condiciones
de operacion).

Parametro Simbolo Valor Unidades Referencia
Volumen de la fase liquida en el reactor Vi 0.014 L Disefio del reactor
Operacion del
Seccién de la fase liquida AL 7-10° m? P
reactor
Area interfacial de la biopelicula Avrans 7.10° m? Disefio del reactor
Operacion del
Espesor de la biopelicula Zy 2-10° m P
reactor
Operacion del
Espesor de la pelicula liquida X 1.10° m P
reactor
Operacion del
Caudal de alimentacién del reactor Qaiim 1.75-10° L-h? P
reactor
Operacion del
Caudal de recirculacion del reactor Qrec 0.7 L-h?

reactor

7.4. RESULTADOS

7.4.1. Estudio del transporte de materia externo

La influencia de las condiciones hidrodindmicas sobre el transporte de materia
externo se evalud estimando el coeficiente de transferencia de materia en el rango de
velocidades de circulacién de la fase liquida entre 2.5 m-h™ y 25 m-ht
(correspondientes a Re laminares entre 0.5 y 7) (Figura 7.2). Las condiciones
experimentales bajo las que se realizaron los experimentos de estimacién del coeficiente
de transferencia de materia externo se seleccionaron a partir del disefio de los

experimentos 6ptimos.
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o Resultados experimentales
Zhang y Bishop, 1995
——— Ecuacién 7.15

Re

Figura 7.2. Coeficiente de transferencia de materia externo, estimado experimentalmente y calculado utilizando la
Ecuacion 7.14 y la Ecuacion 7.15, representado como k absoluto y como Sh en funciéon del nimero de Reynolds. Las
barras de error corresponden al intervalo de confianza determinado en la estimacion del kop ;..

Los resultados de la Figura 7.2 muestran el efecto de las condiciones hidrodinamicas
del reactor sobre la resistencia al transporte de materia externo. Se puede observar como
la resistencia al transporte de materia entre la fase liquida y la superficie de la
biopelicula disminuye cuando aumenta la velocidad de circulacién de la fase liquida.
Esta tendencia coincide con la observada en trabajos similares (Horn y Hempel 1997;
Waésche, Horn y Hempel 2002; Zhang y Bishop 1995; Prades et al. 2015). En estos
trabajos se describe una reducciéon de la capa limite de liquido cuando aumenta la
velocidad de circulacion de la fase liquido, que aumenta la velocidad de transferencia de

materia.

A pesar de que pocos autores (Zhang y Bishop 1995; Picioreanu, van Loosdrecht y
Heijnen 2000; Prades et al. 2015) centraron sus estudios en sistemas experimentales y
condiciones de operacion similares a las utilizadas en este estudio, los resultados
experimentales se compararon con correlaciones empiricas y tedricas. El objetivo de la
comparacion fue avanzar en el conocimiento de los mecanismos involucrados en la
transferencia de materia entre la fase liquida y la biopelicula. En este sentido, es
necesario realizar una comparacion cuidadosa porque la resistencia al transporte de
materia externo depende de las condiciones hidrodinamicas, la geometria del sistema
experimental y las propiedades fisicas del fluido. La mayoria de estudios sobre
coeficientes de transferencia de materia encontrados en la bibliografia se basan en la

medida del espesor de la capa limite (Lc), considerando que en el interior de la capa
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limite el transporte de materia solo tiene lugar por difusion. Los resultados presentados
en Zhang y Bishop (1995) mostraron una buena concordancia con modelos tedricos
desarrollados utilizando la solucion de Blasius en condiciones laminares (Ecuacion
7.14), pero no proporcionaron una buena estimacion de los coeficientes de transferencia

de materia, tal y como se observa en la Figura 7.2.

Sh =0.369- Re®°.- Sc®* Ecuacion 7.14

Donde Sh es el nimero adimensional de Sherwood, relacionado con el coeficiente de
transferencia de materia, Re es el nUmero adimensional de Reynolds, relacionado con
las condiciones hidrodinamicas y Sc es el nimero de Schmidt, relacionado con las
propiedades fisicas del fluido. Las desviaciones observadas entre la tendencia laminar,
descrita por la Ecuacion 7.14, y los resultados experimentales obtenidos en este trabajo,
revelan que es necesario un analisis mas exhaustivo de los mecanismos de transporte de
materia externo. Esta discrepancia se explica por el efecto de la heterogeneidad de la
superficie de la biopelicula sobre el mecanismo de transferencia de materia. Este efecto
ha sido incluido por diferentes autores en el estudio del transporte de materia externo
(Beyenal y Lewandowski 2000; Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen 2000; Wasche,
Horn y Hempel 2002). Estos estudios revelaron que el transporte de materia tiene lugar
por una combinacién de mecanismos (difusion y conveccion), demostrando que la
aproximacion lineal (Ecuacion 7.14) no es apropiada para describir el transporte de
materia externo en sistemas de biopelicula. En este sentido, los modelos laminares que
consideran una capa limite de Blasius presentan problemas de fiabilidad para describir

la transferencia de materia a través de la interfase liquido-biopelicula.

El procedimiento de estimacion dindmico del coeficiente de transferencia de materia
externo, presentado en el capitulo 6, permite incluir el efecto de todos los mecanismos
de transporte en el valor del coeficiente estimado. Por este motivo, los resultados
experimentales del coeficiente de transferencia de materia en funcion de las condiciones
hidrodinamicas se utilizaron para proponer una correlacion, basada en la Ecuacion 7.1,
que proporciona una descripcion fiable y completa del transporte de materia externo.
Los resultados de la correlacion (Ecuacion 7.15) se muestran en la Figura 7.2.
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Sh =0.239- Re%8. Sc%* Ecuacion 7.15

Tal y como se recoge en Picioreanu, van Loosdrecht y Heijnen (2000) las
turbulencias en el interior de la capa limite generadas por la rugosidad de la superficie,
provoca el incremento del exponente del Re, que en el caso actual toma valores
cercanos a los que muestran los modelos en condiciones turbulentas (Horn y Lackner
2014).

7.4.2. Estudio del transporte de materia interno

El impacto de la heterogeneidad estructural sobre los mecanismos de transporte de
materia interno se estudio analizando el efecto de las condiciones hidrodinamicas y de
la densidad de la biopelicula sobre los coeficientes de difusion estimados en el interior
de la biopelicula. Los coeficientes de difusion del oxigeno experimentales se utilizaron
para calcular el coeficiente de difusion relativo (intrinseco) (Dy) de las secciones de
biopelicula monitorizadas, dividiéndolos por el coeficiente de difusion del oxigeno en el

agua (Dw.op) (Nguyen et al. 2014).

7.4.2.1. Efecto de las condiciones hidrodinAmicas en el coeficiente de

difusion estimado en el interior de la biopelicula

El efecto de las condiciones hidrodindmicas sobre el transporte de materia interno se
analiz6 relacionando los coeficientes de difusion estimados en el interior de la
biopelicula y el Re en el reactor. En la Figura 7.3 se muestran los coeficientes de
difusion estimados para diferentes valores de Re (entre 0 y 7). De acuerdo con los
resultados del disefio de experimentos (presentados en el capitulo 6), el coeficiente de
difusion se estimo en la seccion central del reactor, donde la biopelicula presentaba una
densidad de 21.20 g SSV-L™,

154



Disefio, caracterizacion y aplicacion de microelectrodos para el estudio de biopeliculas sulfuroxidantes

0.9 1.8e-5
i } { [ 1.6e-5
e rl4eb __
= 07 ™
S ®
a F12e5 oL
o 0B s = 2 h L,
o
[10e5 =
=) E p
" 05 ) } i Py
Q [ 8.0e-6
0441 3 L 6.0e-6
03 o SRS [ 4.0e-6
0 2 4 6 8

Re

Figura 7.3. Coeficiente de difusion medio (Dypop) Yy adimensional (D;) estimados experimentalmente (o) en el
interior de una seccion de biopelicula (21.20 g SSV-L™) a diferentes velocidades de circulacién de la fase liquida. Las
barras de error corresponden a los intervalos de confianza determinados en la estimacion de Dgp p.

En la Figura 7.3 se observa como en velocidades de circulacién inferiores a 10 m-h™
el coeficiente de difusién decrece desde un 60% hasta un 40% de su valor en agua
(Dw,op). Los coeficientes de difusion estimados presentan una tendencia practicamente
constante, alrededor de un valor de 1.1-10° cm?-s™, en velocidades de circulacion entre
10 y 20 m-h?, mientras que en velocidades superiores a 20 m-h™ se observaron
coeficientes de difusion mayores, incluso cercanos al coeficiente de difusién molecular
(D=1). Los tres comportamientos diferentes, observados a lo largo del rango de
velocidades de circulacion analizado, estan provocados por la heterogeneidad de la
biopelicula y por los mecanismos de transporte que tienen lugar. En Stoodley et al.
(1997) observaron que en velocidades de circulacion del liquido bajas, no se observaban
cambios en el coeficiente de transferencia de materia en los canales del interior de la
biopelicula. En nuestro caso, se observo que a velocidades de circulacion inferiores a 10
m-h™ la contribucién convectiva al transporte de materia interno era despreciable, y que
por lo tanto el transporte de materia interno estaba controlado por la difusion a través de
los agregados de células, dando lugar a coeficientes de difusion mas bajos. Por el otro
lado, De Beer, Stoodley y Lewandowski (1996) demostraron que por encima de una
velocidad de circulacion critica, el transporte de materia por conveccion a través de los
poros, los huecos y los canales crecia sustancialmente, mejorando el transporte de
materia de sustratos y nutrientes a través de la biopelicula. Debido a este fendbmeno, en

velocidades de circulacion superiores a 20 m-h, el transporte de materia interno estaba
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impulsado por la conveccion a través de la fase liquida movil en el interior de la
biopelicula, dando lugar a coeficientes de difusion muy elevados, cercanos a los
coeficientes de conveccion. Entre 10 y 20 m-h™, el transporte de materia en el interior
de la biopelicula es el resultados de la combinacion de mecanismos convectivos y
difusivos, observando una tendencia estable en los coeficientes de difusion estimados en

este intervalo de velocidades.

7.4.2.2. Influencia de la densidad de la biopelicula en el coeficiente de

difusion estimado en el interior de la biopelicula

La biopelicula heterdtrofa cultivada en el BPP-CA presentd una densidad creciente
desde la entrada hasta la salida del reactor. Este perfil de densidad se aprovech6 para
correlacionar experimentalmente el coeficiente de difusion en el interior de la
biopelicula con la densidad de la biopelicula. Con este objetivo, el coeficiente de
difusion se estimd en diferentes secciones a lo largo del reactor, midiendo la densidad
de la biopelicula en cada seccion monitorizada. La velocidad de circulacion del liquido
en todos los experimentos se fij6 en 10 m-h™ (Re 2.8) para asegurar que los coeficientes
de difusion estimados no estaban influenciados por la velocidad de circulacion del
liquido (Figura 7.3). En la Figura 7.4 se muestran los coeficientes de difusion estimados

en el interior de la biopelicula en funcion de su densidad.
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Figura 7.4. Coeficiente de difusion del oxigeno en el interior de la biopelicula en funcién de la densidad de la
biopelicula. Los coeficientes de difusion medios (Dyop) Yy adimensionales (D,) se estimaron experimentalmente, a
una velocidad de circulacion de la fase liquida de 10 m:-h™, y se calcularon teéricamente utilizando diferentes
correlaciones. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza determinado en la estimacion de Dop p.
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Los resultados de la Figura 7.4 muestran una disminucién lineal del coeficiente de
difusion adimensional desde 0.80 hasta el 0.32 cuando la densidad de la biopelicula
hetertrofa aumenta desde 9 hasta 33 g SSV-L™. Los resultados también muestran que
el transporte de materia esta fuertemente limitado en el interior de biopeliculas con
densidades superiores a 50 g SSV-L™, donde los coeficientes de difusién estimados
presentan un valor inferior al 5% de su valor en agua. Esta tendencia se explica porque
el incremento de la densidad de la biopelicula provoca una disminucion de la porosidad

de la biopelicula, incrementando la resistencia al transporte de materia.

Diferentes trabajos han desarrollado correlaciones para el coeficiente de difusion
teniendo en cuenta la heterogeneidad de la biopelicula, normalmente abordada
utilizando un parametro estructural, tales como la densidad o la porosidad de la
biopelicula. Los modelos de difusion mas relevantes se analizaron exhaustivamente
utilizando los resultados experimentales presentados en este capitulo (Figura 7.2). Las
correlaciones estudiadas (en la Tabla 7.3) se adaptaron para estimar el coeficiente de

difusion adimensional a partir de la densidad de biopelicula.

Tabla 7.3. Modelos propuestos en la bibliografia para la estimacion del coeficiente de difusidn a partir de la densidad
de la biopelicula.

Modelos de difusién Correlaciones para el coeficiente de difusion
Fan et al. (1990) D 0.43-X,™
an et al. T —— vy i6
r 1119+ 027- Xg),gg Ecuacion 7.16
X 3
Zhang and Bishop (1994) D, = [1— bj Ecuacién 7.17
Po
2-(1-¢g,)¢
D, = e
. p Ecuacion 7.18
Hinson and Kocher (1996) (2 +g°) (EW + 0.0ZZJ
-1 -1
X, =¢&,-235¢-L" + &, -1000g-L Ecuacién 7.19
Beyenal et al. (1997) D, =1070007236™s Ecuaci6n 7.20
Horn and Morgenroth (2006) D, =1.112-0.019- X, Ecuacion 7.21

En la Figura 7.4 se observa como la tendencia de los resultados experimentales
coincide con la mayora de correlaciones, empiricas y teodricas (Tabla 7.3), en
biopeliculas con densidades inferiores a 40 g SSV-L™. Sin embargo, en biopeliculas
mas densas sélo las correlaciones experimentales (Horn y Morgenroth 2006) muestran
coeficientes de difusion parecidos a los estimados experimentalmente en este trabajo.

Las correlaciones tedricas predicen una del coeficiente de difusion mayor cuando
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aumenta la densidad de la biopelicula, mostrando coeficientes de difusion relativos

alrededor de 0.2 en el interior de biopeliculas de densidad superior a 100 g SSV-L™.

Las desviaciones més grandes se observan respecto a la Ecuaciéon 7.17 (Zhang y
Bishop 1994b) y la Ecuacion 7.20 (Beyenal, Seker y Tanyola¢ 1997). Estas diferencias
se explican porque la correlacion de Zhang y Bishop (1994) se desarroll6é a partir del
modelo de un catalizador poroso, considerando la biopelicula como una matriz porosa a
través de la cual difunden nutrientes y sustrato, y la correlacion de Beyenal, Seker y
Tanyolag (1997) se construy0 extrapolando la tendencia de los coeficientes de difusion
estimados en granulos de biomasa, de densidad entre 40 y 100 g SSV-L™, a todo el
rango de densidad de biopelicula (0-150 g SSV-L™). Del mismo modo, los coeficientes
de difusion determinados utilizando la ecuacion de Fan et al. (1990) sobreestiman los
coeficientes de difusion estimados en el rango de densidades superiores a 40 g SSV-L™.
Este comportamiento esta relacionado con el desarrollo de la correlacion, que se llevé a
cabo utilizando coeficientes de difusion experimentales estimados en granulos de
biomasa en el rango de densidades mas altas. Por este motivo, esta correlacion presenta
problemas de fiabilidad para describir el transporte de materia en el interior de
biopeliculas. Los resultados obtenidos utilizando la correlacion de (Hinson y Kocher
1996) presentan el mismo comportamiento observado en los resultados de la correlacion
de Fan, ya que este modelo se desarroll6 corrigiendo la ecuacion de Fan utilizando
resultados experimentales estimados en biopeliculas con densidades por debajo de 60
mg-L™. Sin embargo, los resultados obtenidos con la correlacién de Horn y Morgenroth
(2006), desarrollada a partir de coeficientes de difusion experimentales estimados en el
interior de biopeliculas, se ajustan bien con los resultados obtenidos en este trabajo en
todo el rango de densidad de biopelicula. Las diferencias més grandes respecto al
modelo de Horn y Morgenroth se observan en las densidades mas bajas, donde la
correlacion sobreestima el coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula, con
valores teoricos incluso superiores a la difusién molecular. Tal y como explican los
autores, estas desviaciones estan provocadas por la elevada dispersion de los resultados

utilizados en el desarrollo de la correlacion.

La comparacion de los coeficientes de difusion experimentales con los coeficientes
de difusion estimados utilizando las diferentes correlaciones existentes pone de
manifiesto las limitaciones de utilizar correlaciones para describir el transporte de

materia interno en diferentes sistemas. Por lo tanto, la extrapolacion y la utilizaciéon de
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correlaciones bibliogréaficas, puede no ser adecuada. Estos resultados demuestran que
siempre que sea posible, es preferible desarrollar los modelos de transporte de materia a

partir de un estudio experimental minucioso en el sistema de intereés.

7.4.2.3. Correlacion empirica para el célculo del coeficiente de difusion en el

interior de la biopelicula

Los resultados experimentales del coeficiente de difusion en el interior de la
biopelicula, obtenidos en un amplio rango de condiciones hidrodinamicas y densidades
de biopelicula, se utilizaron para proponer una correlacion empirica para el coeficiente
de difusion. En la Figura 7.3 y la Figura 7.4 se observa que la difusion del oxigeno en el
interior de la biopelicula estd claramente influenciada por las condiciones
hidrodinamicas y la densidad de la biopelicula. Por este motivo, la correlacion
propuesta en este capitulo tuvo en cuenta el efecto de ambas condiciones sobre el
coeficiente de difusion. La correlacion de los resultados presentados en la Figura 7.3 y
la Figura 7.4 se utilizo para desarrollar un modelo de difusion simple, ajustando los
datos experimentales con un modelo general multi-variable (Figura 7.5). El resultado de
este ajuste es una ecuacion (Ecuacion 7.22) que permite estimar el coeficiente de
difusion adimensional en funcion de la densidad de la biopelicula y las condiciones
hidrodinamicas (Re) en el reactor.

D, =0.93-0.023- X, +1.2:102-Re’+1.1:10™* - X2

Ecuacién 7.22

Donde Dy es el coeficiente de difusion relativo en el interior de la biopelicula, X, es
la densidad de la biopelicula (g SSV-L™) y Re es el nimero adimensional de Reynolds
en el reactor. La idoneidad de la correlacion (Ecuacion 7.22) se analiz6 comparando los
resultados experimentales con los resultados obtenidos utilizando esta correlacion, en la

Figura 7.5.
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Figura 7.5. (a) Coeficiente de difusion adimensional estimada utilizando un modelo general multi-variable
(superficie) y estimados experimentalmente en diferentes velocidades de circulacion de la fase liquida y en diferentes
densidades de biopelicula. (b) Coeficiente de difusion (del oxigeno y adimensional) estimado experimentalmente y
calculado a partir de la Ecuacion 7.22, en funcién de la densidad de la biopelicula. (c) Coeficiente de difusion (del
oxigeno y adimensional) estimado experimentalmente y calculado a partir de la Ecuacion 7.22, en funcién de la
velocidad de circulacion de la fase liquida.
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En la Figura 7.5a se muestran los coeficientes de difusion, experimentales y teoricos
(Ecuacion 7.22), en funcién de las condiciones hidrodinamicas en el reactor y de la
densidad de la biopelicula. Tal y como se observa, el modelo de difusion propuesto
permite estimar el coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula en la bateria de
condiciones experimentales que describen los rangos de densidad y velocidad de
circulacion estudiados. La calidad de los coeficientes de difusion estimados utilizando
este modelo se comprob6 analizando su respuesta de forma individual en funcion la
densidad de la biopelicula (Figura 7.5b) y de las condiciones hidrodindmicas (Figura
7.5¢). Estos resultados demuestran una buena concordancia entre los resultados
experimentales y tedricos, confirmada por el coeficiente de correlacion (0.949),
demostrando la validez del modelo de difusion desarrollado para describir el transporte

de materia en el interior de la biopelicula heterotrofa.
7.4.3. Modelizacion del bioreactor de placa plana

La modelizacion de biopeliculas, dentro de los sistemas de biofiltracion, tiene como
objetivo entender las relaciones entre los parametros de operacion de los equipos y la
eliminacién de los contaminantes. Los pardmetros de transporte de materia vy
biocinéticos utilizados en la modelizacion de biopeliculas se adaptan cominmente de
estudios bibliograficos. Los resultados obtenidos utilizando estos pardmetros pueden
variar significativamente de los resultados experimentales. Por este motivo es necesario
calibrar los modelos, variando el valor inicial de los parametros, para reproducir el

comportamiento del sistema experimental.

En este apartado se estudia la modelizacion de una biopelicula heterétrofa
sustituyendo los pardmetros de transporte de materia y biocinéticos bibliogréaficos, y la
etapa de calibrado necesaria, por los parametros estimados experimentalmente a partir

de perfiles de OD adquiridos su interior (secciones 6.3.4, 7.3.1y 7.3.2).

7.4.3.1. Validacion del modelo de biopelicula utilizando parametros

determinados experimentalmente

La utilizacién de parametros de transporte de materia y biocinéticos experimentales
permite simplificar el desarrollo de modelos de biopelicula (etapa de calibrado) e
incrementar la fiabilidad de los modelos resultantes. EI modelo de la biopelicula

heterétrofa (presentado en la seccidon 7.2.2) desarrollado utilizando las correlaciones
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presentadas en la Ecuacion 7.15 y la Ecuacion 7.22, y los parametros biocinéticos
estimados en la seccion 6.3.4, se validé comparando la respuesta del modelo con los
perfiles de OD adquiridos experimentales. Los perfiles de OD se adquirieron por
duplicado para asegurar que la dindmica de la biopelicula no interfiere en la etapa de

validacion.

La mejora aportada al modelo la utilizacion de parametros experimentales en lugar
de parametros bibliogréficos se evalué comparando las dos predicciones. El valor de los
pardmetros bibliogréficos y experimentales utilizados en las simulaciones del modelo se

muestra en la Tabla 7.4 y la Tabla 7.5 respectivamente.

Tabla 7.4. Valores bibliogréaficos de los pardmetros de transporte de materia y biocinéticos utilizados en la
simulacién del modelo.

Parametro Simbolo Valor Unidades Referencia

Parametros de transporte de materia

Coeficiente de difusién molecular de la % _— (Perry y Green
| Dow 6.73-10 cm’s 1097)
glucosa
Coeficiente de difusién molecular del 5 _— (Nguyen et al.
; Dobw 1.88:10 cm®s
oxigeno 2014)
) Estimacion
Espesor de la capa limite Lc 225 pm ) al
experimenta
Coeficiente de difusion de la glucosa en Perry y Green
a biopelicul 9 Deb 6.73:10°° cm?s® ( 1)/9);7)
a biopelicula
Coeficiente de difusion del oxigeno en la Nguyen et al.
o g Doy 1.88-10° cm?s™ (Nouy
biopelicula 2014)

Parédmetros biocinéticos de los microorganismos

Consumo especifico maximo de

. Qmax,0D 0.017 mg O,-g SSV's*  (Henze et al. 2000)
oxigeno
Constante de semi-saturacion del .
. Ks,op 0.2 mg O,-L (Henze et al. 2000)
oxigeno
Consumo endégeno de oxigeno Kq 1.7-10° mg O,-g SSV's*  (Henze et al. 2000)
Rendimiento oxigeno-glucosa Yorc 1.07 mg O,-mg glucosa™ Teobrico

En relacion con los valores bibliograficos seleccionados para la simulacion del
modelo (Tabla 7.4), el coeficiente de transferencia de materia se estimo a partir de la
medida experimental de espesor de la capa limite (seccion 6.3.2.1). Por otro lado, el
coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula se definio a partir de la
aproximacion, muy extendida en la modelizacion de biopeliculas, de utilizar el
coeficiente de difusion en agua (Dorado et al. 2008; Rodriguez 2013). Finalmente los

parametros biocinéticos se aproximaron a los de un consorcio de microorganismos
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heterotrofos para el tratamiento de aguas residuales (cultivo en suspension) (Henze et al.
2000).

Tabla 7.5. Valores experimentales de los pardmetros de transporte de materia y biocinéticos utilizados en la
simulacién del modelo.

Parametro Simbolo Valor Unidades Referencia

Parametros de transporte de materia

Coeficiente de difusion molecular de la b 6.73.10° I (Perry y Green
73 cm®s
glucosa ew 1997)
Coeficiente de difusion molecular del b 1.88.10° - (Nguyen et al.
.88: cm®s
oxigeno oow 2014)
Coeficiente de transferencia de materia s »
de la al Ke.L - m-s’ Ecuacion 7.15
e la glucosa
Coeficiente de transferencia de materia ) »
del oxi kop,L - m-s’ Ecuacion 7.15
el oxigeno
Coeficiente de difusién de la glucosa en i »
. i De.p - cm®-s Ecuacion 7.22
la biopelicula
Coeficiente de difusion del oxigeno en la i »
Dob.p - cm®-s Ecuacion 7.22

biopelicula

Parametros biocinéticos de los microorganismos

Consumo especifico maximo de

] Omax.0D 0.0027 mg O,-g SSV*'.s* Capitulo 6
oxigeno
Constante de semi-saturacion del s
i Ks,op 0.503 mg O,-L Capitulo 6
oxigeno
Consumo enddgeno de oxigeno Kq 1.55.10" mg O,-g SSV*'.s™ Capitulo 6
Rendimiento oxigeno-glucosa Yoie 1.07 mg O,:mg glucosa™ Tedrico

Las simulaciones obtenidas utilizando los pardmetros presentados en la Tabla 7.4 y la
Tabla 7.5 se compararon con los perfiles de OD adquiridos experimentalmente en el
interior de biopeliculas de diferente densidad: 9.30 g-SSV-L™, 13.50 g-SSV-L* y 18.20
g-SSV-L™.
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Figura 7.6. Perfiles de OD experimentales y simulados, utilizando parametros experimentales y bibliograficos, en el
interior de 3 biopeliculas de densidades diferentes, (a) 9.30 g SSV-L™, (b) 13.50 g SSV-L !y (c) 18.20 g SSV-L™.
Los perfiles experimentales se adquirieron por duplicado, los puntos corresponden al valor medio de los dos perfiles
y las barras de error a la desviacion estandar.

Los perfiles de OD adquiridos presentan una concentracion de OD similar en el
inicio del perfil (alrededor de 6.7 mg-L™), demostrando que la densidad de la
biopelicula no afecta la concentracion de OD en la superficie de la biopelicula. Por otro

lado, los resultados de la Figura 7.6 muestran como el aumento de la densidad de la
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biopelicula reduce la penetracion del oxigeno, desde 1700 um en la biopelicula de 9.30
g SSV-L? (Figura 7.6a) hasta 1200 um en la biopelicula de 18.20 g SSV-L™ (Figura
7.6¢). Los perfiles de OD simulados (utilizando los dos grupos de parametros) muestran
la misma tendencia presentada por los perfiles adquiridos en el interior de la biopelicula.
Sin embargo, se observa como los perfiles simulados utilizando los parametros
estimados experimentalmente se ajustan mejor a los perfiles experimentales. Los
perfiles simulados utilizando parametros experimentalmente predicen con precision la
concentracion de OD observada experimentalmente en la superficie de la biopelicula.
En cambio, los perfiles simulados utilizando parametros bibliograficos subestiman el
transporte de materia externo, prediciendo una concentracion de OD 1 mg-L™ inferior a

la observada a lo largo de todo el perfil.

Tabla 7.6. Errores cuadraticos medios normalizados (NRMSE) de los perfiles de OD simulados utilizando los
parametros de la Tabla 7.4 y la Tabla 7.5 respecto a los perfiles de OD experimentales en tres biopeliculas de
densidad diferente.

_ , NRMSE [%]
Densidad de biopelicula _ _ ‘ _
[g SSV-L] Perfiles de OD simulados Perfiles de OD simulados
(pardmetros Tabla 7.5) (pardmetros Tabla 7.4)
9.3 13.60 18.65
13.5 15.90 26.46
18.2 15.54 25.72

Estas diferencias se confirman analizando los resultados de los errores cuadraticos
medios normalizados (NRMSE) entre los perfiles experimentales y los perfiles
simulados (en la Tabla 7.6). Como se observa en los resultados de la Tabla 7.6, el
NRMSE disminuye desde el 18-26% hasta el 13-15% cuando el modelo se simula
utilizando los parametros de la Tabla 7.5 en lugar de los de la Tabla 7.4. Estos
resultados demuestran la mejora en la simulacion del comportamiento de la biopelicula
heter6trofa utilizando parametros estimados experimentalmente en el sistema

modelizado.
7.4.3.2. Validacion del modelo en diferentes condiciones hidrodindmicas

Las correlaciones experimentales desarrolladas en las secciones 7.3.1 y 7.3.2
incorporan la influencia de las condiciones hidrodinamicas sobre la resistencia, externa
e interna, al transporte de materia. De este modo, el desarrollo del modelo de
biopelicula heterétrofa utilizando la Ecuacion 7.15 y la Ecuacion 7.22 en lugar de un
valor constante de coeficiente de transferencia de materia y de difusion permite
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incorporar el efecto de las condiciones hidrodinamicas (velocidad de circulacion de la
fase liquida) en las simulaciones del modelo. La capacidad del modelo para incluir el
efecto de las condiciones hidrodinamicas en sus predicciones se validé comparando las
simulaciones del modelo con perfiles de OD experimentales adquiridos en diferentes
condiciones hidrodinamicas. Los perfiles de OD se adquirieron por duplicado en una
seccion de biopelicula de 22.78 g SSV-L™ siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion 6.2.1.
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Figura 7.7. Perfiles de OD experimentales y simulados en una seccion de biopelicula de 22.78 gSSV-L* a 4
velocidad de circulacién de la fase liquida, (a) 5 m-h™, (b) 10 m-h™, (c) 15 m-h*y (d) 20 m-h™.

Los perfiles experimentales de OD de la Figura 7.7 muestran como la concentracion
de OD en la superficie de la biopelicula aumenta cuando lo hace la velocidad de
circulacion de la fase liquida, desde 4 mg-L™ a una velocidad de circulacién de 5 m-h™
(Figura 7.7a) hasta 5.2 mg-L™ a una velocidad de 20 m-h™* (Figura 7.7d). Esta tendencia
estd provocada por la mejora en la transferencia de materia cuando aumenta la
velocidad de circulacion, observada anteriormente en la Figura 7.2. Los perfiles de OD

simulados, presentados en la Figura 7.7, también siguen esta tendencia, demostrando
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que el modelo es capaz de predecir el efecto de las condiciones hidrodinamicas sobre la
transferencia de materia. En el analisis de los perfiles de OD también se observo como
el aumento de la velocidad de circulacion sobre la biopelicula incremento la penetracion
del OD. Este fendbmeno se explica por el incremento de la velocidad de difusion,
observado en la Figura 7.3, cuando aumenta la velocidad de circulacién de la fase
liquida. Tal y como se observd anteriormente los perfiles simulados también describen
esta tendencia, demostrando que el modelo es capaz de predecir el efecto de la
velocidad de circulacion sobre el transporte de materia interno. El ajuste entre los
perfiles de OD experimentales y simulados se cuantificé evaluando los NRMSE, en la
Tabla 7.7.

Tabla 7.7. Errores cuadraticos medios normalizados (NRMSE) de los perfiles de OD simulados utilizando los

parametros de la Tabla 7.5 respecto a los perfiles de OD experimentales adquiridos en diferentes velocidades de
circulacion de la fase liquida.

_ _ _ NRMSE [%]
Velocidad de circulaciéon

Perfiles de OD simulados

[m-h7]
(parémetros Tabla 7.5)
5 11.97
10 14.85
15 3.54
20 5.63

Los resultados de la Tabla 7.7 confirman el buen ajuste entre los perfiles de OD
experimentales y simulados. EI NRMSE que presentan los perfiles simulados de la
Figura 7.7 es inferior al observado en el apartado anterior para la validacién del modelo.
Los resultados de la Tabla 7.7 muestran como el error en el ajuste disminuye en
velocidades de circulacion més altas, 11.97% a una velocidad de circulacion de 5 m-h™
respecto a 5.63% a una velocidad de 20 m-h™. Los perfiles simulados a una velocidad
de 5 m-h™ (Figura 7.7a) y de 10 m-h™ (Figura 7.7b) muestran como a las velocidades de
circulacion mas bajas el modelo sobrestima ligeramente la difusion en el interior de la
biopelicula, explicando la diferencia en la calidad del ajuste. Sin embargo, estos
resultados confirman que utilizando las correlaciones para estimar los parametros de
transporte de materia, el modelo es capaz de predecir el efecto de las condiciones

hidrodinamicas sobre el comportamiento de la biopelicula heterotrofa.
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7.4.3.3. Prediccion del comportamiento del BPP-CA

La validacion del modelo permite su utilizacion para describir el comportamiento de
la biopelicula heterdtrofa en diferentes escenarios (teniendo en cuenta las suposiciones
del modelo). EI modelo desarrollado se utilizé para simular el comportamiento de la
biopelicula heterotrofa cultivada en el BPP-CA, discretizando el reactor en 4 secciones
y la biopelicula en 7 capas. EI comportamiento del bioreactor se simul6 considerando la
misma densidad de biopelicula para las 4 secciones del reactor (18 g SSV-L™), y una
concentracion de glucosa en la solucién de nutrientes alimentada (Cg, alim) de 13 g-L™.
La fase liquida en la entrada de la placa plana (proveniente de la recirculacion) se
considerd saturada en oxigeno (con una concentracion de 8 mg-L™). El reactor se
simulé considerando una velocidad de circulacion y un tiempo de residencia de la fase
liquida de 10 m-h™ y 8 h, respectivamente. Los resultados de la simulacién del modelo
se muestran conjuntamente para el OD y la glucosa en la fase liquida (en la Figura 7.8),
y por separado para el OD y la glucosa en la biopelicula (en la Figura 7.9 y la Figura

7.10 respectivamente).
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Figura 7.8. Concentracion de OD y glucosa simulada en la fase liquida sobre la biopelicula heterétrofa a lo largo la
placa plana del reactor.

En la Figura 7.8 se muestran los resultados de la simulacién de la concentracion de
OD vy glucosa en la fase liquida, a lo largo del reactor. La concentracion de OD en la
fase liquida disminuye desde 7.67 mg-L™ en la entrada del reactor (0 cm) hasta 5.83
mg-L™* en la salida del reactor (20 cm), mientras que la de glucosa disminuye desde

12.983 g-L™ hasta 12.981 g-L™. La diferencia en la concentracion de las dos especies
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entre la entrada y la salida del reactor estd provocada por su transferencia hacia la
biopelicula y su consumo en el interior de ésta. Estos resultados muestran que el
consumo de OD (1.84 mg-L™) es ligeramente superior al de glucosa (1.64 mg-L™). Esta
diferencia se explica por el oxigeno consumido en la respiracion enddgena de los
microorganismos. La tendencia de la concentracion de las dos especies a lo largo del
reactor indica que la biodegradacion de la glucosa puede estar limitada por la
transferencia de materia del desde la fase liquida hasta la biopelicula.

La concentracion de OD y glucosa se simuléd en el interior de la biopelicula

heterotrofa (en la Figura 7.9 y la Figura 7.10 respectivamente)
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Figura 7.9. Concentracion de OD en el interior de la biopelicula en las 6 secciones de reactor resultado de la
discretizacidn. Los perfiles corresponden a una seccion de biopelicula a 2.5 cm (a), 7.5 cm (b), 12.5cm (c) y 17.5 cm
(d) de la entrada del reactor.

La simulacion de la concentracion de OD en el interior de la biopelicula se muestra
en la Figura 7.9 para las diferentes secciones del reactor, desde la entrada hasta la salida.
Los resultados de la simulacion muestran como la tendencia de la concentracion de OD
en la fase liquida observada en la Figura 7.8, entre la entrada y la salida del reactor, se
repite en los perfiles de OD en el interior de la biopelicula. En este sentido, la
concentracion de OD en la superficie de la biopelicula disminuye a lo largo del reactor

desde 6.80 mg-L™ hasta 5.30 mg-L™. Las diferencias observadas entre los valores de
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concentracion de OD simulados en la fase liquida y en la biopelicula, se explican por la

resistencia a la transferencia de materia considerada entre las dos fases.

Los resultados de la Figura 7.9 también muestran como el oxigeno en el interior de la
biopelicula se agota antes de 1000 um de profundidad en las diferentes secciones del
reactor simuladas. Estos resultados demuestran que la velocidad de consumo del

sustrato esta limitada por la concentracién de OD.

Por otro lado, la penetracion del OD en los perfiles simulados se mantiene constante
a lo largo de todo el reactor. Esta tendencia se explica porque en la simulacién de la
biopelicula se utiliza un valor constante de densidad y de velocidad de circulacion a lo
largo de todo el reactor. La profundidad de penetracion del oxigeno esta definida por la
difusion del OD, y tal y como se observa en la Figura 7.6 y en la Figura 7.7 que
depende de la densidad de la biopelicula y de las condiciones hidrodinamicas en el
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Figura 7.10. Concentracion de glucosa en el interior de la biopelicula en las 6 secciones de reactor resultado de la
discretizacidn. Los perfiles corresponden a una seccion de biopelicula a 2.5 cm (a), 7.5 cm (b), 12.5¢cm (c) y 17.5 cm
(d) de la entrada del reactor.

Los perfiles simulados de concentracion de glucosa en la biopelicula a lo largo del
reactor se presentan en la Figura 7.10. Los resultados muestran como la concentracion

de glucosa en la superficie de la biopelicula también disminuye desde la entrada hasta la
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salida del reactor (desde 12.981 g-L™ hasta 12.980 g-L™*). Comparando los perfiles de la
Figura 7.10 con la concentracion de glucosa en la fase liquida (Figura 7.10) se observa
como la resistencia a la transferencia de materia considerada en la simulacion, provoca
que la concentracion disminuya desde la fase liquida hasta la superficie de la

biopelicula.

Por otra parte, los perfiles muestran como s6lo hay consumo de glucosa hasta la
profundidad en la que el oxigeno se agota. A partir de esta profundidad se observa una
concentracion constante hasta la zona mas profunda de la biopelicula. Estos resultados
muestran que la glucosa no se agota, y que por lo tanto la actividad de los
microorganismos sélo esta limitada por la concentracion de oxigeno en el interior de la

biopelicula, tal y como se supuso en el desarrollo del modelo.

7.5. CONCLUSIONES

Las metodologias experimentales para la estimacion de los coeficientes de transporte
de materia (externo e interno) han demostrado ser una excelente herramienta para
describir el transporte de materia en funcion de las condiciones experimentales. Su
utilizaciéon en este capitulo ha permitido caracterizar la influencia de las condiciones
hidrodinamicas y la estructura de la biopelicula sobre el transporte de materia externo e
interno. El disefio de los experimentos y la estimacion de los intervalos de confianza

han asegurado la fiabilidad del resultado de los estudios.

Los resultados del coeficiente de transferencia de materia externo en funcion de las
condiciones hidrodinamicas del reactor han permitido confirmar que debido a la
rugosidad de la superficie de la biopelicula, el transporte de materia externo no puede
describirse utilizando la aproximacién clasica de Blasius (que asume una superficie
plana de la biopelicula). Esta desviacion respecto a la tendencia tedrica se ha incluido en
una nueva correlacion desarrollada para estimar el coeficiente de transferencia de

materia externo en una biopelicula heterétrofa cultivada en un BPP-CA.

Respecto al estudio del transporte de materia interno, los resultados del coeficiente
de difusion en funcion de las condiciones hidrodindmicas del reactor demuestran que el
transporte de materia esta impulsado por la combinacién de mecanismos de transporte
difusivos y convectivos. Estos resultados también muestran la existencia de una

velocidad de circulacion en el BPP-CA por debajo de la cual el transporte de materia

171



Capitulo 7. Modelizacion de un ioreactor de placa plana a partir de la caracterizacion del transporte
de materia externo e interno en biopelicules heter6trofas utilizando microsensores

esta fuertemente limitado (10 m-h™) y una por encima de la cual la velocidad transporte
de materia aumenta considerablemente (20 m-h™). Por otro lado, se observé como el
incremento de la densidad de la biopelicula acentua la resistencia al transporte de
materia interno, que esta claramente limitado en biopeliculas de densidades superiores a
50 g SSV-L™

Las diferencias observadas entre los coeficientes de difusion estimados
experimentalmente y los calculados utilizando los diferentes modelos, ponen de
manifiesto las limitaciones que presentan las correlaciones disponibles para describir el
transporte de materia en sistemas experimentales diferentes a los utilizados en su
desarrollo. Por este motivo, se ha aprovechado el potencial de los microsensores para
caracterizar experimentalmente el transporte de materia en el interior de una biopelicula
heterétrofa. Estos resultados han sido utilizados para avanzar en la descripcion de la
difusion en el interior de las biopeliculas, desarrollando una correlacion que aborda el
efecto de la heterogeneidad estructural a través de la densidad de la biopelicula y de las

condiciones hidrodinamicas.

Los resultados del modelo desarrollado utilizando las correlaciones propuestas y los
datos cinéticos estimados a partir de perfiles de OD, han demostrado la mejora en la
modelizacién de biopeliculas utilizando estos pardmetros. Ademés, el modelo ha
demostrado ser capaz de predecir el comportamiento de la biopelicula en unas
condiciones diferentes a las que se utilizaron para calibrar los parametros biocinéticos y
de transporte de materia. En este sentido, la incorporacion en el desarrollo del modelo
de las correlaciones propuestas en este capitulo ha dotado al modelo de la capacidad de
incluir en sus predicciones el efecto de las condiciones hidrodindmicas sobre el

comportamiento de la biopelicula.
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8. ESTUDIO DE BIOPELICULAS SULFUROXIDANTES
UTILIZANDO MICROSENSORES: CARACTERIZACION
CINETICA Y MONITORIZACION DE LECHOS BIOLOGICOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la monitorizacion de
biopelicula sulfuroxidantes, divididos en dos apartados. En primer lugar, se presentan
los resultados de la caracterizacion cinética de una biopelicula sulfuroxidante
(adaptando la metodologia presentada en el capitulo 6). En segundo lugar, se
presentan los resultados de la monitorizacion de un biofiltro percolador utilizando el
microsensor MEMS (capitulo 5).

Resumen

La cinética de una biopelicula sulfuroxidante se caracterizé a partir de la estimacion
de los parametros de un modelo biocinético desarrollado para describir la actividad de
los microorganismos. La biopelicula se cultivd en un bioreactor de placa plana
reproduciendo las condiciones habituales de operacién de un biofiltro percolador. Las
predicciones del modelo se ajustaron a los perfiles de OD, H,S y pH adquiridos
experimentalmente, dando lugar a una distribucién de los parametros biocinéticos a lo
largo de la biopelicula. En el estudio biocinético se estimaron los pardmetros de
consumo de oxigeno y el rendimiento entre el sulfuro degradado y el oxigeno
consumido. La variabilidad en el valor de los parametros estimados puso de manifiesto
el efecto de la heterogeneidad de la biopelicula sobre la cinética de los
microorganismos. Por otro lado, la monitorizacion de la biopelicula sulfuroxidante
cultivada en el respirdmetro heterogéneo demostro el elevado potencial del microsensor
MEMS de OD para la monitorizacion en linea de biofiltros percoladores. El disefio del
microsensor permitio conocer la concentracion de OD en diferentes puntos del interior
de la biopelicula delante de diferentes escenarios de operacién. ElI microsensor presentd
una sensibilidad capaz de detectar cambios en la concentracion de oxigeno provocados
por pequefas variaciones en la concentracion de H,S en la fase gas, asi como un tiempo
de respuesta adecuado (<5 s) para seguir la dinamica de la biopelicula. Los resultados
de la monitorizacion también permitieron identificar y avanzar escenarios por limitacién
de oxigeno en el interior de la biopelicula, e incluso detectar situaciones en las que se

sobrepasaba la capacidad maxima de eliminacion de H,S de los microorganismos.
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8.1. INTRODUCCION

Una de las principales aplicaciones de los biofiltros percoladores ha sido la
eliminacion de sulfuro de hidrégeno (H.S). A pesar de que su construccion y operacion
es mas compleja que la de otros sistemas de biofiltracion, su elevado control sobre la
operacion ha permitido tratar emisiones con un amplio rango de concentraciones (entre
0y 10 mg-m™) y caudales (elevadas eficacias incluso en caudales superiores a 10-10*
m*-h™. Por este motivo, esta tecnologia ha sido ampliamente utilizada para la
eliminaciéon del H,S tanto en fuentes de emisién de olores (principalmente emisiones en
estaciones depuradoras de aguas residuales) (Gabriel y Deshusses 2003; Santos et al.
2014), como en gases ricos energéticamente (biogas) (Fortuny et al. 2008; Rodriguez
et al. 2014).

Esta tecnologia ha sido aplicada con éxito para el tratamiento de corrientes con
cargas de H.,S de hasta 100 g H,S-m™-h™ (Gabriel y Deshusses 2003; Rodriguez et al.
2014; Fortuny et al. 2008). Sin embargo, el tratamiento de cargas superiores presenta
algunos problemas de funcionamiento en los equipos. La biodegradacion del H,S es
muy sensible a la concentracion de OD en el interior de la biopelicula, y la limitacion de
la concentracion de oxigeno acentla la produccién de azufre elemental (Montebello
etal. 2012), que puede provocar la colmatacién del lecho (Fortuny etal. 2010;
Rodriguez et al. 2014).

Para optimizar la operacion de los equipos y evitar estos escenarios de, diferentes
pardmetros pueden ser monitorizados durante la biofiltracion del H,S, principalmente la
concentracion de H,S en la entrada y la salida y la concentracién de OD en la fase
liquida. A pesar de que la monitorizacion de estos parametros ha permitido incrementar
el control de los biofiltros, la ausencia de informacion sobre los procesos desarrollados
en el interior de la biopelicula reduce la capacidad de prever y anticipar las situaciones

de limitacion por OD.

El microsensor de OD presentado en el capitulo 5, fue disefiado y desarrollado para
la monitorizacion simultanea del OD a diferentes profundidades en el interior de una
biopelicula. Este microsensor, validado para la monitorizacion de biopeliculas
heter6trofas en reactores de laboratorio, ha permitido simplificar el procedimiento
necesario para monitorizar biopeliculas. El desarrollo de este microsensor abre la

posibilidad de monitorizar el OD en el interior de las biopeliculas cultivadas sobre el
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lecho de los biofiltros percoladores, para incrementar el control y el conocimiento de los
procesos de biofiltracion.

Por otro lado, el conocimiento y la operacion de los biofiltros percoladores para la
eliminacion de H,S pueden ser mejorados a partir del desarrollo de modelos
matematicos rigurosos, para la descripcion del proceso de desulfuracion. Los modelos
desarrollados pueden ser utilizados para aplicar diferentes estrategias de control con el
objetivo de mejorar el aporte de oxigeno en el sistema (modificando el caudal de aire
para la oxigenacion o la velocidad de percolacion) para reducir la acumulacion de
sulfuro elemental en el lecho (Lépez 2016). En este sentido, el desarrollo de modelos
matematicos que incorporan la descripcion cinética de los microorganismos
sulfuroxidantes que crecen en los biofiltros percoladores es de gran utilidad para

completar los modelos de biofiltracion.

Sin embargo, es dificil determinar por separado la cinética de biodegradacién de los
microorganismos que crecen sobre el material de relleno de los biofiltros y los
parametros de transporte de materia (Kim y Deshusses 2003). La respirometria es una
herramienta tipica para evaluar la actividad de degradacién de microorganismos que
crecen en cultivos en suspension. La utilizacién de esta técnica para caracterizar
biomasa inmovilizada conduce a la destruccion de la biopelicula, y la modificacion de
su fisiologia original de los microorganismos, provocando generalmente la
sobreestimacion de la actividad bioldgica, ya que la estructura de la biopelicula y los
fendmenos de transporte no son considerados (Garcia-Pefia et al. 2005).

En este capitulo se ha adaptado la metodologia presentada en el capitulo 6 (en
biopeliculas heterétrofas) para la caracterizacion cinética de biopeliculas
sulfuroxidantes. Para ello se ha desarrollado un bioreactor de placa plana en fase gas
(BPP-FG) que permite el cultivo de una biopelicula sulfuroxidante reproduciendo las
condiciones de operacion habituales de un biofiltro percolador. Los parametros del
modelo biocinético se estimaron ajustando los perfiles simulados a los perfiles
experimentales adquiridos utilizando microsensores de OD, H,S y pH. Por otro lado, se
evalué la viabilidad del microsensor MEMS de OD (desarrollado en el capitulo 5) para
monitorizar el OD en el interior de una biopelicula sulfuroxidante cultivada sobre el

relleno de un biofiltro percolador.
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8.2. MATERIALES Y METODOS
8.2.1. Bioreactor de placa plana en fase gas

Las biopeliculas sulfuroxidantes utilizadas para el estudio y la caracterizacion
biocinética se cultivaron en un BPP-FG. El disefio y la puesta en marcha del bioreactor
se describen con detalle en la seccidn 4.1.2. La operacion del reactor, durante el cultivo
y el estudio de la biopelicula, se llevo a cabo alimentando el H,S en paralelo a la fase
liquida y reproduciendo las condiciones de operacién de un biofiltro percolador para la
eliminacion de H,S (Rodriguez et al. 2014). En la Tabla 8.1 se muestran los principales
pardmetros de operacion.

Tabla 8.1. Variables de operacion del bioreactor de placa plana en fase gas durante el cultivo y el estudio de la
biopelicula sulfuroxidante.

Variable de operacion Valor de la variable

Tiempo de residencia de la

fase gas (TRG) [s]

Tiempo de residencia

hidraulico (TRL) [h]

Velocidad de recirculacién
(V) 3.4
[m-h?]
Carga alimentada
[g HoS:m™*-h?]

75

0.2-20

8.2.1.1. Preparacién del inoculo

La biomasa (autotrofa) utilizada para la inoculacion del BPP-FG se extrajo de un
biofiltro percolador, a escala laboratorio, para la desulfuracion aerobia (LOpez et al.
2015). El lecho del biofiltro percolador estaba dividido en 3 secciones (3 L de volumen
total), rellenas con anillos Pall (16 mm de didmetro). De cada una de las secciones se
seleccionaron 10 anillos, recubiertos de biopelicula, que fueron lavados en una solucién
de medio mineral (la composicién del medio se detalla en la seccidén 4.1.2.2) para
extraer la biomasa. La concentracion de biomasa resultante del muestreo no fue
suficiente para realizar la inoculacion del BPP-FG. Por este motivo, la biomasa extraida
del biofiltro se cultivd en un reactor continuo de tanque agitado (RCTA) (seccion 4.1.1),
alimentando sulfuro en fase liquida (solucién de NaS), hasta disponer de un cultivo con

una concentracion adecuada (alrededor de 4 g SSV-L™).
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El RCTA se oper6 alimentando por separado el medio mineral y la solucién de
sulfuro para evitar reacciones entre el sulfuro y las especies metélicas presentes en el
medio mineral (elementos traza). La solucién de sulfuro (27 g-L™* de Na,S) se alimentd
con un caudal de 7.2 mL-h™, equivalente a una carga de 44 g S-m™ de reactor-h™. El
medio mineral se alimenté con un caudal de 27.6 mL-h™, obteniendo un tiempo de
residencia total en el reactor de 52 horas. La fuente de carbono se suministré al reactor
afiadiendo NaHCO3 (3.5 g C-L™) en el medio mineral. El reactor se aireé con un caudal
de 60 L-h-1, para asegurar que la actividad de los microorganismos no estaba limitada
por déficit de oxigeno. Inicialmente la biomasa de la purga se recircul6 al reactor para
reducir la perdida de inoculo. Pasadas las primeras 72 horas se pasé a operar el reactor

sin recirculacion de biomasa hasta llegar al estado estacionario.

Una vez alcanzado el estado estacionario, se extrajeron 250 mL del reactor para
realizar la inoculacion del BPP-FG, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion
4.1.2.2.

8.2.1.2. Monitorizacién del reactor BPP-FG

La operacion del bioreactor durante el cultivo de la biopelicula sulfuroxidante se
control6 monitorizando las principales variables del proceso. La monitorizacién de la
fase gas consistio en el andlisis en linea de la concentracion de H,S en la entrada y
salida del BPP-FG, utilizando un sensor electroquimico (Surecell-H2S-L, Sixth Sense,
Reino Unido). El caudal de gas en la entrada del reactor se monitorizé y ajustd
utilizando un rotdmetro (062-01 SA, Cole-Parmer, USA). La pérdida de carga de la fase
gas (entre la entrada y la salida del reactor) se midi6é periédicamente utilizando un
manometro digital (Testo 512, Testo, Alemania) observando valores inferiores a 0.06
mbar. EI pH de la fase liquida se monitoriz6 en linea en la recirculacién del reactor
utilizando una sonda de pH (SenTix 81, WTW, Alemania) y un equipo de adquisicion
(Inolab 740, WTW, Alemania). Esta medida se utilizo para controlar el pH en la entrada
del reactor (consigna de pH 6.8) adicionando soluciones de NaOH y HCI 1M con una
microbureta de 2 canales (Multi-burette 2S, Crison, Espafia) utilizando un sistema
control difuso programado en LabView (Prades et al. 2014). La monitorizacion de la
fase liquida se completé tomando muestras diarias en la salida del reactor para
monitorizar la concentracion de sulfato y tiosulfato por cromatografia idnica. La

biopelicula fue monitorizada mediante microsensores de OD, H,S y pH, utilizando 6
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puertos de muestreo situados a lo largo de la coordenada longitudinal de la placa plana
del reactor. El primer puerto estaba situado a 2 cm del inicio de la placa plana, y el resto

de puertos estaban separados entre ellos por 3 cm.

Los perfiles de OD, H,S y pH utilizados en la caracterizacion cinética de la
biopelicula sulfuroxidante se adquirieron utilizando un microsensor de OD tipo Clark
(OXI-25, Unisense, Dinamarca), un microsensor de H,S (H2S-25, Unisense,
Dinamarca) y un microsensor de pH (membrana de de vidrio) (PH-25, Unisense,
Dinamarca). Los microsensores utilizados presentan tamafios de punta de 25 um. Los
perfiles de las tres especies se adquirieron secuencialmente siguiendo el procedimiento
descrito en la seccién 6.2.1. El microsensor de H,S se calibré analizando su respuesta en
dos soluciones tampén (calibrado de 2 puntos): una libre de H,S y la otra con una
concentracion conocida de dicho gas. ElI tampon (pH 4) se prepard a partir de una
solucién 0.849 M de &cido acético y 0.151 M de acetato de sodio. La solucion de H,S,
de concentracion conocida, se preparé disolviendo una cantidad conocida de Na,S en el
tampon. A pH 4 el equilibrio de especies del sulfuro se encuentra totalmente desplazado
a HS, y su concentracién puede calcularse a partir de la de Na,S. La medida de H,S en
(el microsensor realiza la medida de la especie en forma de H,S) debe transformarse a
concentracion de H,S total. La concentracion total de H,S se determina a partir del
equilibrio de especies del sulfuro (en la Ecuacién 8.1 se muestra la ecuacién para
determinar el equilibrio por debajo de pH 9). De este modo, los perfiles de H,S y pH se
utilizaron para determinar el perfil de H,S total, correspondiente a la suma de la

concentracion de las tres especies de sulfuro (H.S, HS y S%).

K
[st]‘mm = [st]'(l"‘ [me ) Ecuacion 8.1

Donde [HzS]wtar €S la suma de concentracion de las tres especies del equilibrio de
sulfuro (H2S, HS™ y $%) (mol-m™), [H2S] es la concentracion en fase gas medida con el
microsensor de H,S (mol-m™), [H*] es la concentracion de protones (mol-m™) y Kys es
la constante de ionizacién H,S/HS (mol-m™), calculada a partir de la Ecuacion 8.2
(Kdhl et al. 1998).
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5765.4

PK s =—98.08+ +15.04555-In(T )+ (- 0.157 - (5% )+

Ecuacion 8.2

+0.0135-S
Donde T es la temperatura del sistema (K) y S es la salinidad de la solucion (%).

El microsensor de pH se calibr6 midiendo su respuesta en dos soluciones tampon, de

pH 4.01 'y 7.00 (pH buffer solutions, Crison, Espafia).

La monitorizacion de la biopelicula se completé analizando la concentracion de
biomasa en los puntos de biopelicula monitorizados con los diferentes microsensores.
La densidad de la biopelicula se analiz6 midiendo la concentracion de SSV, siguiendo

el procedimiento descrito en la seccion 6.2.1.3.
8.2.2. Respirometro heterogéneo

La viabilidad del microsensor MEMS de OD para la monitorizacion de biofiltros
percoladores fue analizada. Para ello el microsensor se utiliz6 para monitorizar una
biopelicula sulfuroxidante cultivada sobre el lecho de un respirometro heterogéneo
(descrito en la seccion 4.1.2.3). El respirdmetro heterogéneo consiste en un biofiltro
percolador de dimensiones reducidas, operado en modo discontinuo, que permite el
control exhaustivo de la concentracion de oxigeno en las fases liquido y gas. Con ello,
el funcionamiento del microsensor MEMS se validd simulando las condiciones de
operacion de un biofiltro percolador convencional. En la Tabla 8.2 se muestran el valor

de los parametros de funcionamiento del respirdmetro.

Tabla 8.2. Variables de operacion del respirémetro heterogéneo durante el cultivo y el estudio de la biopelicula
sulfuroxidante.

Variable de operacién Valor de la variable
Caudal de recirculacion del
o 1 22.50
liquido [L-h™]
Caudal de recirculacion del %
gas [L-h]
Volumen de liquido [L] 0.125
Volumen de gas [L] 1.49

El lecho del respirometro heterogéneo (0.73 L) esta formado por anillos Pall de 16
mm de didmetro. La inoculacion del reactor se llevo a cabo rellenando el respirometro
con anillos ya colonizados con una biopelicula sulfuroxidante. Los anillos fueron
extraidos del biofiltro percolador para la desulfuracion aerobia utilizado anteriormente

para la inoculacion del BPP-FG. El lecho del respirometro se rellend con una muestra
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representativa de los anillos Pall extraidos. A continuacién se adicionaron 126 mL de
medio mineral en el decantador del respirometro, que fueron recirculados durante 24
horas, con el objetivo de estabilizar la biopelicula después de su inoculacion y de agotar
los sustratos acumulados en su interior (principalmente H,S y azufre elemental).

Durante todo este periodo la fase liquida fue aireada en continuo.

La respuesta del microsensor se evalué monitorizando los cambios de la
concentracion de OD en el interior de la biopelicula, forzados por la inyeccion de pulsos
de H,S en la fase gas del respirometro. La concentracion de OD en la biopelicula se
mididé insertando el microsensor a través de un puerto de muestreo instalado en el
respirbmetro. El microsensor se introdujo en el interior de la biopelicula manualmente
asegurando que los 8 electrodos monitorizados estaban en el interior de la biopelicula. A
continuacion, el puerto de muestreo se selld, utilizando una resina epoxi, para evitar
fugas de liquido o gas. La monitorizacién del OD en los 8 electrodos se realizo
utilizando el CE integrado en el microsensor (descrito en detalle en el capitulo 5) y un
RE externo (REF321, Radiometer Analytical, Francia) introducido en el decantador a
través de un puerto de muestreo. ElI microsensor MEMS fue caracterizado y calibrado
antes y después de la monitorizacion del respirbmetro heterogéneo. Los resultados de
sensibilidad del microsensor antes y después de la monitorizacién (4 horas) de la
biopelicula sulfuroxidante (en la Tabla 8.3) muestran una disminucion de la sensibilidad
inferior al 10 % en todos los electrodos, que permite despreciar los efectos de la

dindmica del microsensor.

Tabla 8.3. Sensibilidad del microsensor MEMS antes y después de la monitorizacion de la biopelicula
sulfuroxidante.

Sensibilidad de los electrodos [nA-mg OD™L?"]  Pérdida de sensibilidad
Electrodo (Posicion)

Inicial Final [%]

el (0 pm) 1.62 1.43 10
e2 (125 um) 1.69 1.52 9
e3 (250 um) 1.69 1.57 7
e4 (375 um) 1.63 1.68 0
e5 (500 um) 1.83 1.76 4
€6 (625 um) 1.75 1.70 3
e7 (750 um) 1.52 1.63 0
e8 (875 um) 2.01 1.83 9
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Los pulsos de H,S en fase gas, se realizaron operando el respirometro heterogéneo en
discontinuo. La fase gas y la fase liquida se recircularon, con velocidades de 32 m-h™ y
8 m-h respectivamente, con las entradas de gas (aireacion de la fase liquida) y de
liquido (renovacion de la fase liquida) cerradas. La finalizacion de los experimentos
(después de la inyeccion de los pulsos de H,S) se determind a partir de la recuperacion
de la concentracion de OD después del consumo del H,S inyectado. El equilibrio del
sistema se recuperd después de los pulsos abriendo el respirdbmetro heterogéneo y
reactivando la aireacion de la fase liquida. La sensibilidad del microsensor para detectar
las variaciones de OD en el interior de la biopelicula se estudié analizando su respuesta
respecto a la inyeccion de diferentes volimenes de H,S, 200 puL, 1 mL, 5 mL y 10 mL,
que corresponden a una concentracion de H,S en la fase gas de 134 ppm,, 627 ppm,,

3360 ppm, y 6720 ppm,, respectivamente.

La respuesta del microsensor se validd comparando su respuesta con la medida en
continuo de la concentracion de oxigeno en la fase liquida y en la fase gas adquirida con
los macrosensores de OD (fase liquida) y O, en fase gas, instalados en el respirometro.
El oxigeno en fase gas se monitoriz6 con un sensor electroguimico (SIDOR module
OXOR-P, SICK, Alemania), mientras que el OD se monitoriz6 utilizando un sensor
galvénico (CellOx 325, WTW, Alemania). El pH del medio mineral fue monitorizado
en la recirculacion de la fase liquida mediante una sonda especifica (SenTix 81, WTW,
Alemania). La sefial del sensor de OD y pH se registré utilizando el mismo equipo de
adquisicion (Inolab Terminal level 3, WTW, Alemania). La medida de pH se utiliz6
para regular de forma precisa el pH en el decantador (consigna de 7.0+0.1) utilizando
una microbureta de dos canales (Multi-burette 2S, Crison, Espafia) para adicionar
soluciones 1 M de NaOH y HCI.

8.3. MODELO MATEMATICO DE LA BIOPELICULA
SULFUROXIDANTE

Con el objeto de mejorar el conocimiento acerca de la actividad de los
microorganismos autétrofos que conforman la biopelicula sulfuroxidante cultivada en el
BPP-FG, se desarroll6 un modelo matematico utilizando la aproximacion difusion-
reaccion. Los aspectos mas importantes para la modelizacion de la biopelicula fueron la
descripcion de los fenomenos de transporte de materia (externo e interno) y de la

cinética de degradacion del H,S. El transporte de materia externo e interno en la
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biopelicula cultivada en el BPP-FG se describio utilizando las correlaciones
desarrolladas en el capitulo 7 (Ecuacion 7.15 y Ecuacion 7.22). De este modo, la
principal incertidumbre es la descripcion de la cinética de degradacion de H,S. La
cinética de degradacion del H,S se modelizé considerando que la eliminacion del H,S
tiene lugar en dos etapas (Mannucci et al. 2012; Rodriguez 2013; Roosta et al. 2012):
una primera en la que el sulfuro se oxida a azufre elemental (Ecuacion 8.3) y una

segunda en la que el azufre se oxida a sulfato (Ecuacion 8.4).

_ Rg 1 _
HS™ + %02 ——5%+0H Ecuacion 8.3

S%+OH ™ +3,0,—1580; +H"

Ecuacion 8.4

Donde Rg 1 es la velocidad de consumo de oxigeno para la degradacion del sulfuro y
Rg2 es la velocidad de consumo de oxigeno para la degradacion del azufre elemental.
Las suposiciones asumidas en el desarrollo y resolucion del modelo de la biopelicula,
basadas en modelos consolidados (Dorado etal. 2008; Kim y Deshusses 2003;
Rodriguez 2013), se presentan a continuacion.

1) El transporte de materia difusional de las diferentes especies en el interior de la
biopelicula es unidimensional (perpendicular a la superficie de la biopelicula), y
sigue las leyes de Fick. El transporte de materia interno se describe utilizando la
correlacion empirica desarrollada en el capitulo 7 (Ecuacion 7.22).

2) La resistencia al transporte de materia externo se concentra en la interfase
liquida, y se define utilizando un coeficiente de transferencia de materia. El
coeficiente de transferencia de materia se estima utilizando la correlacion
empirica desarrollada en el capitulo 7 (Ecuacion 7.15).

3) No existe acumulacion de biomasa en la biopelicula. La densidad de la
biopelicula y el coeficiente de difusion en el interior de la biopelicula se
considera constante en una seccion, y se representan a partir de su valor
promedio en ésta.

4) La degradacion del H,S en el interior de la biopelicula se describe considerando
que el crecimiento de los microorganismos solo esta limitado por la
concentracion de H,S, oxigeno y azufre elemental.

5) Se considera que la concentracion de H,S en la biopelicula es inferior a la
concentracion inhibitoria (42,2 mg-L™) (Mora et al. 2016).
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8.3.1. Balance de materia en la biopelicula

El modelo que describe la degradacion del H,S en el interior de la biopelicula
sulfuroxidante se desarroll6 a partir del balance de materia del sulfuro de hidrogeno, el
oxigeno, el sulfato y el azufre elementa, planteados en su interior siguiendo la Ecuacién
8.5y la Ecuacion 8.6.

dC, s _k

interfase

mL - a- [Cm,L - Cm,B] Ecuacion 8.5

m,b

2
dC _ ‘a Cop
dt "o ozt
Donde Cy, 5 es la concentracion de las especies m en la superficie de la biopelicula

Ecuacién 8.6

(kg-m™), t es el tiempo (s), k. €s el coeficiente de transferencia de materia externa
(m-s™), a es el 4rea especifica de transferencia (m™), Cny, es la concentracion de las
diferentes especies en el interior de la biopelicula (kg-m™), Dm es el coeficiente de
difusion en la biopelicula para las diferentes especies (m?-s™) y z es la posicién en la

profundidad de la biopelicula (m).
8.3.2. Resolucién numérica

La resolucién de las ecuaciones de balance que describen el funcionamiento de la
biopelicula se realiz6 siguiendo el procedimiento presentado en la seccion 7.3.3. En este
sentido, la profundidad de la biopelicula se dividi6é en nb capas, considerando que cada
capa presentaba propiedades homogéneas. Teniendo en cuenta que la simulacién del
modelo se ajustd con los perfiles experimentales para caracterizar la biocinética de la
biopelicula, el nimero de capas en las que se dividio la biopelicula se ajusté al nimero
de puntos muestreados en la adquisicion de los perfiles (18 puntos). Los balances de
materia de las diferentes especies se plantearon en cada una de las secciones, obteniendo

el conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias, que definen el modelo.
8.3.3. Ecuaciones del modelo

La biopelicula sulfuroxidante se modelizé considerando la concentracion de sulfuro
de hidrégeno, oxigeno, sulfato y azufre elemental. Las ecuaciones del modelo se

presentan a continuacion para las 4 especies estudiadas.
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Las ecuaciones del modelo que describen la concentracién de sulfuro de hidrogeno,
el oxigeno y el sulfato en el interior de la biopelicula se presentan a continuacion para
las diferentes secciones de la biopelicula (diferenciadas con el subindice j). La Ecuacion
8.7 presenta el balance para la primera capa de biopelicula (j=1), la Ecuacion 8.8
presenta el balance de materia desde la segunda (j=2) hasta la penultima capa (j=nb-1) y
la Ecuacidn 8.9 presenta el balance de materia en la tltima capa de biopelicula.

de (J) rans H
dl:: - = km,L : A{[/'(Cm,L _Cm,b(J))_
j= L
Dm . . . Ecuacion 8.7
—Z—*’z-(cm,b(n—cm,bu +)+ Ry, (J)
(50)
dc,, (i)™ D, . . . _
= o (i) -2 Cou (D Coy (G +D)+ Ry ()
t j=2 Z, Ecuacion 8.8
nb
dC,,()) D, ) . .
SR = T (Co (J =D = Cop (1)~ Ry ()

dt |, ZV Ecuacion 8.9
nb

Donde Cp, €s la concentraciéon de las especies m (en este caso: sulfuro, oxigeno y
sulfato) en la biopelicula (kg-m™), kn.. es el coeficiente de transferencia de materia para
la especie m (m-s™), Agans €5 el area de transferencia de la biopelicula (m?), V, es el
volumen de la fase liquida en el bioreactor (m®), C,. es la concentracion de la especie m
en la fase liquida (kg-m™), Db es el coeficiente de difusién de la especie m en el
interior de la biopelicula (m?-s™), z, es el espesor de la biopelicula (m), ny es el ntmero
de capas en las que se divide la biopelicula y Ry, es la velocidad de degradacion o

produccion de las 3 especies (kg-m=-s™).

Las ecuaciones del modelo que describen la concentracion de azufre elemental en el
interior de la biopelicula se presentan a continuacion para las diferentes secciones en las
que se discretiza la biopelicula. La Ecuacion 8.10 presenta el balance de materia para el

azufre, desde la primera (j=1) hasta la Gltima capa (j=nb) de biopelicula.

dc,, ()™ .
deib = RS,b ( J) Ecuacion 8.10
t

Donde Csp es la concentracion de azufre elemental en la biopelicula y Rsp es la

velocidad de degradacién y/o produccion del azufre (en funcién de la relacion H,S/OD).
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8.3.4. Parametros fisico-quimicos del modelo

El valor de los pardmetros fisico-quimicos del modelo, utilizado en su resolucion, se

presenta a continuacion en la Tabla 8.4.

Tabla 8.4. Valor de los parametros fisico-quimicos del modelo.

Parametro Simbolo Valor Unidades Referencia
Volumen de la fase liquida en el L
) A 0.014 L Disefio del reactor
reactor
Area interfacial de la biopelicula Avrans 7-10° m? Disefio del reactor
Determinada
Espesor de la biopelicula Z 800-900 pum )
experimentalmente
Coeficiente de difusion molecular del b 16.10° s 4 (Perry y Green
.6- m°-s
H,S nesw 1997)
Coeficiente de difusion molecular del b 18.10° 0 4 (Nguyen et al.
.8 m°-s
oxigeno oo 2014)
Coeficiente de difusion molecular del b 1.10° s 4 (Perry y Green
- m°-s
sulfato soaw 1997)
Coeficiente de transferencia de o .
) Krizs,L 3.12.10° m-s’ Capitulo 7
materia del H,S
Coeficiente de transferencia de o .
. i kop,L 3.63-10° m-s’ Capitulo 7
materia del oxigeno
Coeficiente de transferencia de 5 . .
) Ksoa,L 1.67-10 m-s’ Capitulo 7
materia del sulfato
Coeficiente de difusion del H.S en la 10 10 s 4 .
) . Drzs 3.03:107°-7.97-10 m°.s’ Capitulo 7
biopelicula
Coeficiente de difusion del oxigeno en 10 10 s 4 .
) ) Dob,p 3.78-:1077-9.96-10 m°.s’ Capitulo 7
la biopelicula
Coeficiente de difusion del sulfato en o o s 4 .
Dsoap 1.89-107-4.98-10 m--s Capitulo 7

la biopelicula

8.3.5. Cinética de degradacion

La cinética de crecimiento de los microorganismos sulfuroxidantes, que forman la
biopelicula, se modelizé utilizando un modelo cinético de Monod (Rodriguez 2013;
Roosta etal. 2012), considerando que el H,S se oxida en primer lugar a azufre
elemental y posteriormente a sulfato. Las ecuaciones cinéticas para las dos reacciones
(Ecuacion 8.3 y Ecuacion 8.4) se desarrollaron considerando que el crecimiento de los
microorganismos sélo estaba limitado por la concentracion de H,S, oxigeno y azufre
elemental. A partir del modelo de crecimiento de los microorganismos sulfuroxidantes,
las velocidades de consumo del oxigeno disuelto en las dos reacciones se describen

siguiendo la Ecuacion 8.11 y la Ecuacion 8.12.
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COD,b . Cstvb
S1,0D +COD,b KS,HZS +CHZS,b

'Xb

Ecuacién 8.11

RB,l = Orax 1 K

Coos  Cop
b
S2,0D +COD,b KS,S +CS,b

Ecuacién 8.12

RB,z = OaxB2 K

Donde Rg; es la velocidad de consumo de oxigeno en la reaccion de oxidacion del
H,S (kg-m>s'), Rg, es la velocidad de consumo de oxigeno en la reaccién de
oxidacion del azufre (kg-m™-s™), qmaxe1 €s la velocidad méxima de consumo de oxigeno
para la oxidacién del H,S (kg OD-kg SSV™1.s™), gmaxsz €s la velocidad maxima de
consumo de oxigeno para la oxidacién del azufre (kg OD-kg SSV™*:s™), Ksiop €s la
constante de semi-saturacion del oxigeno en la primera reaccion (kg-m™), Ks,op €s la
constante de semi-saturacion del oxigeno en la segunda reaccion (kg-m™), Ks s €s la
constante de semi-saturacion del H,S (kg-m™), Kss es la constante de semi-saturacion
del azufre elemental (kg-m™), Copp s la concentracién de oxigeno en la biopelicula
(kg-m™), Crasp €s la concentracion de H,S en la biopelicula (kg-m™), Csp es la
concentracion de azufre en la biopelicula (kg-m™) y Xy es la concentracién de biomasa
en la biopelicula (kg SSV-m).

Las ecuaciones de la velocidad de consumo del oxigeno (Ecuacion 8.11 y Ecuacion
8.12) se utilizaron para definir las velocidades de consumo/produccion del resto de

especies estudiadas, presentadas desde la Ecuacion 8.13 hasta la Ecuacion 8.16.

ROD,b = _RB,l - RB,z - Rb,end Ecuacién 8.13

R -Y, ‘R

H,S.b Hz%2 B1 Ecuacion 8.14

RSOA,b :Yso% ’ RB,z

Ecuacion 8.15
Ecuacion 8.16

Rsp =Y%2vl "R, _Y%sz ‘Rg

Donde Ropyp es la velocidad global de consumo de OD (kg-m'3-s'1), Rpena €S el

consumo de oxigeno endégeno (kg-m™>-s), Rysp es la velocidad de consumo de H,S

(kg.m-3.s-1)1 YHZ%2

(kg H.S-kg OD™), Rsops €s la velocidad de produccion de sulfato (kg-m=-s™), Y

es el rendimiento entre el oxigeno consumido y el H,S degradado

so, es
el rendimiento entre el oxigeno consumido y el sulfato producido (kg SO4-kg OD™),

Y7 , ©s el rendimiento entre el oxigeno consumido y el azufre producido en la primera
0,’
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reaccion (kg S-kg OD™) y Y es el rendimiento entre el oxigeno consumido y el

%2,2
azufre degradado en la segunda reaccién (kg S-kg OD™). La relacién entre el consumo
de oxigeno y el consumo y/o produccion de H,S, azufre elemental y sulfato se
definieron a partir de las relaciones estequiométricas de las reacciones de degradacion

(Ecuacion 8.3 y Ecuacion 8.4).

Tal y como se ha comentado anteriormente, Rsp es la velocidad de consumo o
produccién de azufre elemental. Considerando las relaciones estequiométricas entre las
diferentes especies (definidas en la Ecuacion 8.3 y en la Ecuacion 8.4) se observa como
para relaciones O,/H,S superiores a 2, Rsp representa la velocidad de consumo de
azufre, mientras que para relaciones O,/H,S inferiores a 2, Rsy, representa la velocidad

de produccion de azufre.

La caracterizacion de la biocinética de los microorganismos sulfuroxidantes se basa
en la estimacion experimental de los pardmetros que definen el modelo cinético. El
elevado nimero de pardmetros cinéticos limita su estimacién a partir de los perfiles de
H.S y oxigeno adquiridos en el interior de la biopelicula. Por este motivo, solo se
estimaron los parametros biocinéticos mas relevantes, tomando valores bibliograficos
para el resto. De acuerdo con Rodriguez (2013) se utilizaron valores bibliogréficos para
definir los coeficientes de semi-saturacion (Roosta etal. 2011). Por lo tanto, la
caracterizacion cinética se baso en la estimacion de las velocidades méximas de
consumo de oxigeno (Qmaxs1 Y Omaxs2) Y la velocidad de consumo de oxigeno enddgeno
(Roeng). Del mismo modo, teniendo en cuenta que la relacion entre el consumo de

oxigeno y la degradacion del H,S puede variar en funcion de la velocidad de

»S
%z

en el procedimiento de estimacion (caracterizacion de la biocinética). El valor

crecimiento de los microorganismos (Mora et al. 2016), el parametro Y, se incluy6

bibliografico de los parametros biocinéticos, utilizado en la simulacion del modelo de
biopelicula y en la caracterizacion de la cinética de los microorganismos

sulfuroxidantes, se muestra en la Tabla 8.5.
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Tabla 8.5. Valores bibliograficos de los parametros biocinéticos utilizados en la simulacién del modelo de
biopelicula sulfuroxidante.

Parametro Simbolo Valor Unidades Referencia
) » 4 (Roosta et al.
Constante de semi-saturacion del H,S Kshzs 3.60 mg-L
2011)
Constante de semi-saturacion del “ 4 (Roosta et al.
. L Ks1,00 6.72:10 mg-L
oxigeno (reaccion 1) 2011)
Constante de semi-saturacion del azufre 4 (Roosta et al.
Ks,s 80.77 mg-L
elemental 2011)
Constante de semi-saturacion del 4 (Roosta et al.
. L Ksz2,00 6.50 mg-L
oxigeno (reaccion 2) 2011)

8.3.6. Estimacion de parametros

Los parametros del modelo cinético se estimaron siguiendo un procedimiento de
optimizacion sin restricciones. La concentracion de H,S y oxigeno simulada en el
interior de la biopelicula se ajustd a los perfiles experimentales adquiridos con
microsensores. El ajuste se llevd a cabo minimizando la funcién objetivo, obteniendo el
valor de los parametros biocinéticos que minimizan la diferencia entre los perfiles
experimentales y simulados. La funcion objetivo del procedimiento de optimizacion se

calculé dando el mismo peso a los perfiles de OD y H,S, tal y como se muestra en la
Ecuacion 8.17.

Fobjetivo = \ Zml [yexpj - ye,i] + \ Zml: [yexpj - ya,i] Ecuacién 8.17
1= 1= H,S

Donde Fopjetivo €5 la funcion objetivo a minimizar, n, es el nimero de medidas

oxigeno

experimentales, yo,; es la concentracion simulada de oxigeno y H,S, Yy Ve, €S la
concentracion experimental de oxigeno y H,S. Los procedimientos de simulacion y
minimizacién descritos para la estimacion de los pardmetros se llevaron a cabo
mediante el software Matlab R2013a.

8.4. RESULTADOS
8.4.1. Caracterizacion cinética de la biopelicula sulfuroxidante

La caracterizacion cinética de la biopelicula sulfuroxidante, cultivada sobre el BPP-
FG, se llevd a cabo a partir de la adquisicion de perfiles de OD, H,S y pH en su interior

y del ajuste de los perfiles al modelo biocinético de la biopelicula.
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8.4.1.1. Cultivo de la biopelicula sulfuroxidante

El cultivo de la biopelicula sulfuroxidante se inicid en un reactor continuo de tanque
agitado. La operacion del RCTA se monitorizé con el objetivo de evaluar el crecimiento
de los microorganismos y determinar el estado estacionario. La monitorizacion del
reactor de tanque consistio en el seguimiento de la concentracion de sulfato y de la

concentracion de biomasa en el RCTA. Los resultados del seguimiento se muestran en

la Figura 8.1.
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Figura 8.1. Seguimiento de la concentracion de SSV vy sulfato durante el cultivo de biomasa sulfuroxidante en el
RCTA. La linea discontinua diferencia la operacion en estado no estacionario (a) y la operacion en estado
estacionario (b).

Los resultados de la Figura 8.1 muestran la concentracion de sulfato y de biomasa en
el interior del reactor durante la operacion del RCTA. El aumento de las dos
concentraciones demuestra el aumento de la actividad y el crecimiento de la biomasa
inoculada, respectivamente. A partir del analisis de estos resultados fue posible
determinar que el estado estacionario se alcanzé pasados 17 dias de la inoculacion. El
estado estacionario corresponde al instante en el que las concentraciones de sulfato y
biomasa dejan de crecer y presentan un valor constante a lo largo de la monitorizacion.
Una vez alcanzado el estado estacionario, la biomasa cultivada en el RCTA se utilizd
para inocular el BPP-FG. De este modo, después de una semana de operacion en estado

estacionario se extrajeron 250 mL del RCTA para inocular el BPP-FG.
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La biomasa en suspension (con una concentracion de aproximadamente 4 g SSV-L™)
se recircul6 durante 24 horas después de la inoculacién para asegurar la retencion de los
microorganismos sobre la placa plana (seccion 4.1.2). A continuacion, se paso a operar
el reactor alimentando en continuo la fase gas y la fase liquida, con un TRL y un TRG de
6 h'y 75 s respectivamente. La velocidad de recirculacion se ajustd para mantener un
valor de v de 3.4 m-h™". La concentracién de H,S alimentada en el reactor se selecciond
teniendo en cuenta que el modelo cinético, presentado en la seccion 8.3, considera el
crecimiento de los microorganismos en el rango de concentraciones de H,S no
inhibitorias (por debajo de 42.2 mg-L™). Por este motivo, el reactor se aliment6 con una
concentracion de H,S méaxima de 200 +10 ppm, en la fase gas (equivalente a una
concentracion de equilibrio en la fase liquida de 16.30 mg-L™). Después de observar
problemas de inhibicion alimentando directamente la concentracion de 200 ppm,, se
decidio alimentar el H,S en la fase gas de forma creciente hasta una concentracion final
cercana a las 200 ppm,. La alimentacién, aumentando secuencialmente la concentracién
de H,S, evitd problemas de inhibicién durante el crecimiento de la biopelicula
sulfuroxidante. El estudio biocinético se llevd a cabo en condiciones estacionarias. El
estado estacionario del reactor se determind monitorizando la concentracion de H,S en
la entrada y salida del reactor y la concentracion de sulfato en la purga del reactor. Los

resultados del seguimiento se muestran en la Figura 8.2.
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Figura 8.2. Seguimiento de la concentracion de H,S (entrada y salida del reactor) y sulfato durante la formacidn de la
biopelicula sulfuroxidante en el BPP-FG. La linea discontinua diferencia la operacidn en estado no estacionario (a) y
la operacidn en estado estacionario (b).
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El seguimiento de la concentracion de sulfato en la purga mostré una concentracion
practicamente constante a lo largo de la operacion. Esta tendencia se explica porque la
concentracion de sulfato producida por la oxidacion del H,S es inferior a la presente en
el medio mineral. Por este motivo, la seleccion del estado estacionario se llevo a cabo a
partir del analisis de la concentracion de H,S en la entrada y salida del reactor. En este
sentido, se observo que después de 2 dias alimentando el reactor con una concentracion
cercana a las 200 ppm, (26 dias), se observd una concentracion a la salida constante y
cercana a 0 ppm,. El seguimiento de la operacion del BPP-FG (Figura 8.2), durante la
formacion de la biopelicula permitié seleccionar el momento en el que iniciar el estudio

biocinético.
8.4.1.2. Estimacion de los parametros del modelo biocinético

Los pardmetros biocinéticos del modelo de biopelicula (Qmaxs1 Y Omax:2, Rbend Y

Y, s, ) se determinaron experimentalmente a partir de la adquisicion de perfiles de OD,

6,
H,S y pH en su interior. La adquisicion de los perfiles se repitié en las diferentes
secciones del reactor (definidas en la Figura 6.1) con el objetivo de evaluar el efecto de
la heterogeneidad de la biopelicula sobre la actividad de los microorganismos. Las
condiciones de operacion en el reactor se mantuvieron constantes durante la adquisicién

de los perfiles.

La concentracion de biomasa en la biopelicula (densidad de la biopelicula) se analiz6
en las diferentes secciones del reactor, obteniendo un resultado de 30.51 g SSV-L™,
41.20 g SSV-L?, 25.06 g SSV-L™ y 21.93 g SSV-L™ (desde la entrada hacia la salida
del reactor). Esta tendencia difiere de la observada anteriormente en bioreactores de
placa plana (capitulo 6). Esta diferencia se explica por el efecto de dos factores. En
primer lugar, la v_ durante el cultivo de la biopelicula sulfuroxidante fue
considerablemente inferior a la utilizada en los estudios previos, reduciendo el impacto
de las condiciones hidrodindmicas sobre la formacién de la biopelicula. En segundo
lugar, el crecimiento de la biopelicula sulfuroxidante estuvo limitado por la
concentracion de sustrato, y la alimentacion del H,S en paralelo a la circulacion de la
fase liquida del reactor provoco que el mayor crecimiento de los microorganismos se

concentrase en la entrada del reactor (mayores concentraciones de H,S).
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Las tres especies (OD, H,S y pH) fueron monitorizadas desde la interfase gas-liquido
hasta la zona més profunda de la biopelicula. Los perfiles de OD y H,S se analizaron
para determinar el inicio de la biopelicula (siguiendo el procedimiento presentado en la

seccion 6.3.2.1). El resultado de este analisis se muestra en la Figura 8.3.
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Figura 8.3. Perfiles de OD, H,S y pH adquiridos en el BPP-FG, y andlisis del pendiente de los perfiles de OD (azul)
y H,S (rojo) utilizado para determinar la interfase liquido-biopelicula (linea discontinua) y el tramo de perfil
correspondiente al interior de la biopelicula (sombreado).

La zona de los perfiles con una tendencia practicamente constante para la
concentracion de las dos especies, corresponde al interior de la fase liquida donde la
resistencia al transporte de materia es pequefia y mitiga los gradientes de concentracion
en su interior. Por otro lado, el tramo del perfil en el que las concentraciones
disminuyen hasta agotarse corresponde al interior de la biopelicula, donde la mayor
resistencia al transporte de materia y la actividad de los microorganismos acentdan los
gradientes de concentracion. La profundidad en la que se sitGan la interfase del liquido y
la superficie de la biopelicula se determinaron siguiendo el método descrito en la Figura
6.7. Este analisis se repitié para obtener los perfiles de OD y H,S (en el interior de la

biopelicula) a lo largo del reactor. Estos perfiles se presentan en la Figura 8.4.

Los perfiles de concentracion (OD y H,S) simulados (utilizados en el procedimiento
de optimizacion) también se presentan en la Figura 8.4. El valor de los parametros
biocinéticos obtenidos en la calibracion del modelo se presentan en la Tabla 8.6 y en la

Tabla 8.7.
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Figura 8.4. Perfiles de OD y H2S adquiridos experimentalmente en el interior de la biopelicula sulfuroxidante y
simulados para la estimacion de los parametros biocinéticos. Los perfiles corresponden a secciones de biopelicula de
(2) 30.51 g SSV-L™, (b) 41.20 g SSV-L™, (c) 25.06 g SSV-L ™y (d) 21.93 g SSV-L™

A partir del procedimiento de optimizacion utilizado para simular los perfiles de OD
y H,S se estimaron algunos de los parametros biocinéticos del modelo. El valor

obtenido para los pardmetros Qmaxs1, Omax.82 Y Rbend S€ Muestran en la Tabla 8.6.

Tabla 8.6. VValores de Onax 1, Umax2 ¥ Roend €Stimados a partir de perfiles de OD y H,S adquiridos en la biopelicula
sulfuroxidante cultivada en el BPP-FG. Los valores se estimaron a partir de los perfiles de la Figura 8.4a (seccion 1),
de la Figura 8.4b (seccion 2), de la Figura 8.4c (seccion 3) y de la Figura 8.4d (seccion 4).

qmax,Bl qmax,BZ Rb,end

Seccidn reactor 1 4
[mg OD-gSSV-L™s7] [mg OD-gSSV:-L™s™7] [mg OD-L-1-s-1]

1 0.017 0.0107 8.28:10°
2 0.018 0.012 1.16.10"
3 0.018 0.0114 9.51.10°
4 0.022 0.0143 1.06.10™

Los parametros cinéticos (Tabla 8.6) presentan una variacion en su valor a lo largo
del reactor. Esta variabilidad en la actividad de los microorganismos esta provocada por
la heterogeneidad de la biopelicula. La variacién observada para los 3 parametros

estimados es muy similar. En este sentido, el pardmetro gmax g1 presenta una variacion
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del 22% entre la entrada y la salida del reactor (entre 0.017 mg OD-g SSV*-s™ y 0.022
mg OD-g SSV™*-s™), mientras que el pardmetro gmax g2 presenta una variacion del 25%
(entre 0.0107 mg OD-g SSV*-s? y 0.0143 mg OD-g SSV*-s™). El crecimiento de estos
parametros a lo largo de la biopelicula describe la presencia de microorganismos mas
activos cuando se avanza hacia la salida del reactor. Esta distribucion de
microorganismos se debe a su seleccion durante la operacion del reactor. De este modo,
las concentraciones de H,S (inferiores) en la salida del reactor, favorece el crecimiento
de microorganismos con una velocidad especifica de consumo de oxigeno ligeramente
superior. Por otro lado, la variacion observada en las estimaciones del consumo de
oxigeno end6geno (Ryend) s del 30% (entre 8.28:10° mg OD-L st y 1.16-10* mg
oD-Ltsh.

El estudio cinético también se utilizé para evaluar el rendimiento sulfuro-oxigeno (

Y, s, ) alo largo del reactor. Tal y como sugieren diferentes autores (Lopez et al. 2016;

6,
Mora et al. 2016) el crecimiento de los microorganismos puede variar la relacién entre
el sulfuro degradado y el oxigeno consumido. Mora et al. (2016) describe que la energia
que necesitan las células para duplicarse se obtiene de una parte de los electrones
presentes en la reaccion. Este fendmeno reduce el requerimiento del aceptor de
electrones (oxigeno), modificando la relacion estequiométrica entre el sulfuro y el
oxigeno (Ecuacion 8.3) que puede descender hasta valores cercanos a 0.4 mol O,-mol
H,S™.

La heterogeneidad de la biopelicula (observada en su estructura y en su actividad)

también tiene un impacto en el crecimiento de los microorganismos. Por lo tanto, el

YHZ%2

microorganismos a lo largo de la biopelicula. Los resultados de Y2502 Obtenidos en la

puede utilizarse para evaluar posibles diferencias en el crecimiento de los

caracterizacion cinética de la biopelicula sulfuroxidante se presentan en la Tabla 8.7.

197



Capitulo 8. Estudio de biopeliculas sulfuroxidantes utilizando microsensores: caracterizacion
cinética y monitorizacion de lechos biologicos.

Tabla 8.7. Valores de Y50, €stimados a partir de perfiles de OD y H,S adquiridos en la biopelicula sulfuroxidante
cultivada en el BPP-FG. Los valores se estimaron a partir de los perfiles de la Figura 8.4a (seccién 1), de la Figura
8.4b (seccidn 2), de la Figura 8.4¢ (seccién 3) y de la Figura 8.4d (seccion 4).

Seccion reactor DenSI[(;a;jSki:JLp_le]llcula YHZ%Z [kg Ozkg H:S]
1 30.51 0.41
2 41.20 0.50
3 25.06 0.53
4 21.95 0.52

Los resultados de la Tabla 8.7 muestran como efectivamente, el crecimiento de los

S/
e,

microorganismos provoca un perfil marcado del rendimiento sulfuro-oxigeno a lo largo

microorganismos modifica la relacion v, El crecimiento heterogéneo de los

del reactor. Los resultados muestran como la alimentacion del reactor en paralelo (H,S y
O, en la entrada del reactor), provoca un mayor crecimiento en la seccion inicial del
reactor (Ynzsioz de 0,41 kg O,-kg H28'1) respecto al resto del reactor (Ypzsio2 entre 0.51
kg O,-kg H2S™ y 0.53 kg O,-kg H2S™).

Los perfiles de OD y H,S adquiridos en el interior de la biopelicula sulfuroxidante
(Figura 8.4) muestran como la actividad de los microorganismos (oxidacion bioldgica
del H,S) provoca la disminucién de la concentracion de OD y H,S a lo largo de la
biopelicula. En este sentido, la concentracion de OD en su superficie disminuye desde
3.95 mg-L-1 (Figura 8.4a) en la primera seccion del reactor hasta 1.75 mg-L-1 (Figura
8.4b) en la Gltima seccion del reactor, mientras que la de H,S lo hace desde 8.04 mg-L-1
(Figura 8.4a) hasta 4.08 mg-L-1 (Figura 8.4b). La disminucion de la concentracion en la
superficie de la biopelicula influye en la penetracion de ambas especies, que también
decrece a lo largo del reactor (desde 850 um hasta 550 um para el OD, y desde 500 um
hasta 250 um para el H,S). Los valores de OD medidos a lo largo del reactor (entre 2
mg-L™* y 4 mg-L™" en la superficie de la biopelicula) muestra como la limitacién de la
concentracion de oxigeno es un factor importante en los sistemas sulfuroxidantes. Por
su parte, la concentracion de H,S medida en el interior de la biopelicula presenta valores
no inhibitorios (concentraciones entre 4 mg-L™* y 8 mg-L™), tal y como se consideré en
el desarrollo del modelo (seccion 8.3). La comprobacion de esta suposicion permitid
utilizar el modelo para caracterizar la biocinética de la biopelicula en el presente

estudio.
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Los perfiles simulados muestran como el modelo de biopelicula es capaz de predecir
la concentracion de OD y H,S observada experimentalmente en el interior de la
biopelicula. La calidad del ajuste se analizd calculando el error cuadratico medio
normalizado (NRMSE) entre los perfiles experimentales y los perfiles simulados. Los
valores de NRMSE (Tabla 8.8) muestran diferencias inferiores al 15% en todos los
casos e inferiores al 10% en la mayoria de ellos. Sin embargo, los perfiles simulados
presentan pequefas diferencias con los perfiles experimentales. Las diferencias se
concentran en la superficie de la biopelicula. En algunos casos estas diferencias se
mantienen a lo largo de toda la biopelicula. Estas diferencias estan provocadas
probablemente por la descripcion del transporte de materia externo en el modelo de la
biopelicula sulfuroxidante, que se lleva a cabo utilizando una correlacion desarrollada
para biopeliculas heterotrofas (Ecuacion 7.15). Esta tendencia muestra las limitaciones
de esta correlacion para describir el transporte de materia externo en un sistema

diferente al que se utiliz6 en su desarrollo.

Tabla 8.8. Error cuadratico medio normalizado (NRMSE) entre los perfiles de OD y H,S experimentales y simulados
de la Figura 8.4.

NRMSE [%)]
Seccion
Perfiles OD Perfiles H,S
1 14.68 13.18
2 6.36 13.69
3 9.24 8.42
4 9.14 6.02

El valor de los parametros biocinéticos (Tabla 8.6) se comparé con el valor
bibliografico presentado en estudios de caracterizacion cinética de microorganismos
sulfuroxidantes. La mayoria de los estudios cinéticos (Mora etal. 2016; Kim y
Deshusses 2003; Bonilla-Blancas et al. 2015) expresan el consumo maximo de oxigeno
a partir de un solo pardmetro, sin diferenciar entre el consumo para la oxidacion del
sulfuro y para la oxidacion del azufre elemental. Por este motivo, es dificil comparar los
resultados presentados en estos trabajos con los obtenidos en el estudio actual. Sin
embargo, en Roosta et al. (2012) diferencian entre el consumo de oxigeno maximo para
la oxidacion de las 2 especies (sulfuro y azufre elemental). El valore reportado en este
trabajo (0.093 mg OD-g SSV*-s™ para la primera reaccién y 0.14 mg OD-g SSV*-s™
para la segunda reaccion) es un orden de magnitud mayor al presentado en el trabajo

actual. Esta misma tendencia se observa comparando el consumo de oxigeno enddgeno
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estimado en este trabajo (1.00-10™ +1.40-10™ mg OD-L™-s™) con el valor bibliografico
de diferentes estudios (2,2-10° mg OD-L™*-s* en Mora etal. (2016) y 1.6-10° mg
OD-L™s™ en Bonilla-Blancas et al. (2015)).

La diferencia observada entre los parametros bibliograficos y los parametros
experimentales se explica probablemente por las diferencias en las condiciones de
operacion de los sistemas experimentales. En este sentido, los pardmetros estimados en
cultivos en suspension tienden a sobreestimar la actividad de los microorganismos con
respecto a aquellas poblaciones que crecen de forma inmovilizada, tal y como

sugirieron Garcia-Pefia et al. (2005) y Bonilla-Blancas et al. (2015).
8.4.2. Monitorizacion del respirémetro heterogéneo

El microsensor MEMS, presentado en el capitulo 5, se utilizé para monitorizar el OD
en el interior de una biopelicula sulfuroxidante cultivada en el respirometro
heterogéneo. Los resultados de la monitorizacion se utilizaron para validar el
funcionamiento de este microsensor para el analisis del OD en el interior de biofiltros
percoladores. El respirometro se operd reproduciendo las condiciones hidrodinamicas
de un biofiltro percolador. La capacidad del microsensor para monitorizar la
concentracion de OD de forma precisa se evaludé analizando la respuesta del
microsensor respecto a diferentes pulsos de H,S en fase gas. El analisis del
funcionamiento del sensor en la monitorizacion de la biopelicula sulfuroxidante se
completd analizando la coherencia entre la concentracion de OD medida en el interior
de la biopelicula y los resultados de monitorizacion de las fases gas y liquido obtenidos

con dos macrosensores comerciales.
8.4.2.1. Monitorizacion de las fases gas y liquida

La concentracion de OD en la fase liquida y el porcentaje de O, en la fase gas se
monitorizaron durante toda la operacion del respirometro heterogéneo. Los resultados
del seguimiento durante las diferentes fases de la operacion se muestran en la Figura
8.5.
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Figura 8.5. (a) Resultados de la monitorizacion de la concentracion de OD en la fase liquida y O, en la fase gas
durante la operacion del respirdbmetro heterogéneo. Las diferentes fases de la operacion (respiracion enddgena y
pulsos de 200 pL, 1 mL, 5 mL y 10 mL) se especifican sobre los resultados del seguimiento. (b) Analisis de la
concentracion de OD en la fase liquida a lo largo de un pulso de H,S en la fase gas.

Los resultados de la Figura 8.5a muestran las variaciones de la concentracién de
oxigeno (en el liquido y el gas) durante la operacidn del respirbmetro. Los cambios
observados en el porcentaje de O; en la fase gas estan provocados por los fendmenos de
transferencia de materia entre el gas y el liquido. En este sentido, la disminucion
observada en la concentracion de oxigeno en la fase gas corresponde a periodos de
operacion discontinua, en los que el consumo de OD en el respirometro dio lugar a un
gradiente de concentracién entre la fase gas y la fase liquida provocando la transferencia
de oxigeno entre dichas fases. Del mismo modo, la recuperacion del porcentaje de O,
corresponde a los periodos de re-aireacion en los que el sistema tiende a recuperar las

condiciones iniciales.

El perfil de concentracion de OD en la fase liquida muestra claramente las diferentes
fases de la actividad de los microorganismos. En la Figura 8.5b se diferencian los
cambios en la concentracion de OD provocados por el consumo enddgeno, por el
consumo de H,S, por la recuperacion del sistema después del agotamiento del H,S tras

los pulsos y por la re-aireacion de la fase liquida.
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El andlisis de la concentracion de OD en el liquido, Figura 8.5a, muestra, como era
de esperar, que cuando aumenta el volumen inyectado en los pulsos, la velocidad de
consumo de oxigeno aumenta (pendientes de la curva de OD) y el valor final de OD en
la fase liquida disminuye (minimos de la curva de OD). Este comportamiento demuestra
que estos resultados pueden ser utilizados para caracterizar la actividad de la biopelicula
sulfuroxidante, ya que existe una respuesta monitorizable y sensible a los cambios en el

sistema.
8.4.2.2. Monitorizacion de la biopelicula sulfuroxidante

El microsensor MEMS de OD fue utilizado para monitorizar la biopelicula
sulfuroxidante durante la operacion del respirometro. La medida de la concentracion de
OD en diferentes profundidades de la biopelicula sulfuroxidante se utilizé para validar
el funcionamiento del microsensor para la monitorizacion de biofiltros percoladores.
Para ellos se evaluaron diferentes velocidades de consumo de oxigeno (inyectando
diferentes volimenes de H,S). La concentracion de OD medida en el interior de la
biopelicula se comparé con la concentracion de oxigeno medida en la fase liquida y la

fase gas.

La concentracion de oxigeno en la fase liquida y la fase gas durante la respiracion
enddgena de los microorganismos y después de pulsos de H,S de 200 um, 1 mL,5mLy
10 mL, se presentan a continuacion en la Figura 8.6a, c, e, g y i respectivamente. Por
otro lado, la concentracion de OD en el interior de la biopelicula durante la respiracion
enddgena de los microorganismos y después de los pulsos de H,S de 200 um, 1 mL, 5

mL y 10 mL, se presentan a continuacion en la Figura 8.7b, d, f, h y j respectivamente.

La monitorizacion de la biopelicula reveld que por debajo de 625 um se encontraba
bajo condiciones anaerobias. Por este motivo, en los resultados de la monitorizacion de
la biopelicula, no se muestran las concentraciones de OD adquiridas con los electrodos

correspondientes a las profundidades 750 um y 875 pum.
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Figura 8.6. Concentracion de oxigeno en la fase liquida y la fase gas del respirdmetro heterogéneo durante la fase de
respiracion endogena (a) y después de pulsos de H,S de: 200 uL (b), 1 mL (c), 5 mL (d) y 10 mL (e).
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heterogéneo durante la fase de respiracion enddgena (a) y después de pulsos de H,S de: 200 pL (b), 1 mL (c), 5 mL

(d) y 10 mL (e).
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La monitorizacion de la respiracién endogena de los microorganismos (Figura 8.7a)
muestra un consumo de OD muy elevado (superior a 4 mg-L™) durante los 800 s de
seguimiento. Comparando estos resultados con el consumo de OD en la fase liquida
(Figura 8.6a) (inferior a 0.3 mg-L™), demuestra que la mayor actividad en el interior de
la biopelicula sélo puede explicarse por la degradacion de sustratos acumulados en la

zona monitorizada y no por la respiracion endogena de los microorganismos.

Los resultados de la Figura 8.6 y la Figura 8.7 también muestran el efecto de la
inyeccion de los pulsos de H,S sobre la concentracion de OD en las diferentes fases del
respirometro heterogéneo. Analizando los datos obtenidos en el interior de la
biopelicula se observa como la inyeccion de los diferentes volimenes de H,S provoca la
disminucion de la concentracion de OD, consumido por los microorganismos en la
degradacion del H,S. También se observa como la actividad de los microorganismos
(consumo de OD) tiene lugar sobre todo en las primeras 400 um de la biopelicula, ya
que por debajo de 500 um profundidad la concentracién de OD estd claramente

limitada, con concentraciones al inicio de todos los pulsos inferiores a 2 mg-L™.

Ademas, se observa como la inyeccion de volimenes crecientes de H,S, incrementa
el consumo de OD en el interior de la biopelicula. En este sentido se observa como
después de la inyecciéon de un volumen de H,S de 200 uL (que corresponde a una
concentracion de 135 ppm, en la fase gas), la concentracion de OD sélo disminuye entre
0.2 mg-L™* y 0.3 mg-L™ en el interior de la biopelicula. Sin embargo, los posteriores
pulsos de 1 mL, 5 mL y 10 mL (concentraciones de H,S en la fase gas de 675 ppm,,
3375 ppm, y 6750 ppm,) provocan consumos de OD en el interior de la biopelicula de
0.7 mg-L, 1 mg-L™ y 2 mg-L™ respectivamente. Estos resultados demuestran que la
resolucion que ofrece en microsensor permite detectar con precision cambios de
diferente magnitud en la evolucion del OD en el interior de la biopelicula

sulfuroxidante.

La monitorizacion del OD en el interior de la biopelicula también permitio
comprobar que la alimentacion de concentraciones mayores de H,S acentla la
limitacidn por oxigeno en su interior. En este sentido, en la Figura 8.7d y la Figura 8.7e
se observa como el grosor de biopelicula aerobia disminuye por debajo de 300 um para
concentraciones de H,S, en la fase gas, superiores a 3000 ppm,. Ademas en la Figura
8.7e se observa como después de la bajada inicial de la concentracién de OD en el
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interior de la biopelicula, ésta se mantiene constante. Este fenémeno se explica porque
los microorganismos estdn consumiendo el oxigeno a su velocidad méxima. Estos
resultados demuestran la capacidad del microsensor para detectar posibles escenarios de

limitacidn (en este caso por oxigeno) en el interior del lecho del reactor.

La comparacion de los resultados obtenidos utilizando los dos sensores también puso
de manifiesto que el microsensor es capaz de seguir en el interior de la biopelicula los
cambios en la concentracion de OD detectados en la fase liquida. Comparando las
sefiales de los diferentes sensores (microsensor MEMS y macrosensor de OD) se
observa como el microsensor MEMS es tan sensible como el macrosensor de OD al
ruido electromagnético del ambiente. Esto descarta totalmente la necesidad de utilizar
elementos, tales como una caja de Faraday, para eliminar el ruido de la sefial del
microsensor. Estos resultados demuestran que el microsensor MEMS es una
herramienta excelente para la monitorizacién y el control de biofiltros percoladores. La
elevada robustez de este dispositivo permite implementarlo en un biofiltro percolador
para monitorizar la biopelicula, sin poner en compromiso la integridad del microsensor.
Ademas, su disefio multi-electrodo permite adquirir en continuo informacion del

proceso en diferentes profundidades de la biopelicula.
8.5. CONCLUSIONES

La utilizacién de microsensores para realizar medidas de OD, H,S y pH ha permitido
desarrollar una metodologia para la caracterizacion de la actividad de biopeliculas
sulfuroxidantes. ElI método presentado en este trabajo permite caracterizar la actividad
de una biopelicula sulfuroxidante in situ, considerando ademaés la heterogeneidad de la
biopelicula. La caracterizacion de la cinética de biopeliculas a partir de medidas en su
interior, utilizando microsensores, permite desarrollar y validar modelos cinéticos méas
precisos que mejoran la fiabilidad de los modelos de biofiltracion. Por la tanto el
desarrollo de esta metodologia es muy interesante porque ha permitido caracterizar la
actividad de los microorganismos, estimando los parametros de consumo de oxigeno, y
aportando informacién relevante acerca del mecanismo de degradacion del H,S,

estableciendo la relacién entre el H,S degradado y el oxigeno consumido.

Asimismo, los resultados presentados en este capitulo han demostrado que el disefio
del microsensor MEMS de OD, reduce el procedimiento y los equipos necesarios para

monitorizar biopeliculas y permite su utilizacion para la monitorizacion de biofiltros

206



Disefio, caracterizacion y aplicacion de microelectrodos para el estudio de biopeliculas sulfuroxidantes

percoladores. EI microsensor ha demostrado una elevada sensibilidad para detectar
cambios en la concentracion de OD en el interior de la biopelicula provocados por
variaciones en las condiciones de operacion. La utilizacion del microsensor para
monitorizar en linea el interior de biopeliculas permite incrementar el conocimiento del
proceso de degradacion en los biofiltros percoladores. La capacidad de estas medidas
para detectar escenarios de limitacion abre la posibilidad de utilizarlas para optimizar la
operacion de los biofiltros percoladores, e incluso para caracterizar directamente la

actividad de los microorganismos que crecen sobre lechos inmovilizados.
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9. DESARROLLO DE UN MICROSENSOR MULTI-ANALITO
BASADO EN TECNOLOGIA MEMS PARA EL ESTUDIO Y
MONITORIZACION DE BIOPELICULAS.

En este capitulo se presenta un nuevo microsensor multi-analito, disefiado y
fabricado utilizando tecnologia MEMS, que soluciona las principales limitaciones del
microsensor de OD, presentado en el capitulo 5, y que permite la monitorizacion
simultanea del OD y el pH a lo largo de la profundidad de una biopelicula.

Resumen

Un nuevo microsensor de OD y pH integrado, basado en tecnologia MEMS, ha sido
desarrollado especificamente para la monitorizacion de biopeliculas. Para ello, se
incorporé una segunda matriz de electrodos de platino en el disefio del microsensor
MEMS de OD (presentado en el capitulo 5). Sobre los electrodos de platino se
electrodeposité una pelicula de 6xido de iridio para detectar potenciométricamente el
pH. EI nuevo microsensor se fabrico utilizando como sustrato una pelicula de Kapton,
de 125 pum de grosor, que permitié minimizar el dafio causado en la estructura de la
biopelicula durante su insercion. Ademas los electrodos se protegieron con una
membrana de Nafion de 300 nm para prevenir su desactivacion, con el objeto de
proporcionar una respuesta estable a lo largo del tiempo. Los resultados de la
caracterizacion del nuevo microsensor revelaron una elevada sensibilidad para la
deteccion del OD (1.73+0.12 nA-L-mg™) y del pH (-60.5+0.6 mV-pH™), y unos bajos
limites de deteccion (0.05+0.01 mg-L™ para el OD y 0.05 unidades de pH para el pH) y
cuantificacién (0.17+0.02 mg-L™ para el OD y 0.08 unidades de pH para el pH), que
muestran su idoneidad para la monitorizacion del OD y el pH. La mejora en el
funcionamiento del microsensor para la adquisicion de perfiles en el interior de
biopeliculas se confirmo utilizando la respuesta de dos microsensores convencionales
(de OD y pH) como patron. EI microsensor fue utilizado para la monitorizacion de una

biopelicula sulfuroxidante, cultivada en condiciones aerobias y con control de pH.
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Parte del contenido de este capitulo ha sido presentado en:

6th International Conference on Biotechniques for Air Pollution Control (2015).
Simultaneous oxygen and pH profiling within biofilms using a minimally invasive multi-
electrode array. X. Guimera, A. Moya, D. Gabriel, R. Villa, A. D. Dorado, G. Gabriel,
X. Gamisans.
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9.1. INTRODUCCION

Las limitaciones técnicas para el estudio de biopeliculas a partir de medidas in situ
(provocadas por su reducidas dimensiones entre centenares de micras y pocos
milimetros), han sido solventadas mediante el desarrollo de diversos microsensores
(Santegoeds, Schramm y De Beer 1998; Revsbech 2005). Estos instrumentos permiten
monitorizar el interior de las biopeliculas con una elevada resolucion espacial. Sin
embargo, la adquisicion de perfiles de concentracion, normalmente utilizando
microsensores electroquimicos (fabricados artesanalmente), sigue siendo un proceso
complejo. La adquisicién de perfiles requiere la utilizacion de dispositivos de precision
para posicionar los microsensores mecanicamente a través de la biopelicula (de la Rosa
y Yu 2006), pudiéndose monitorizar simultineamente s6lo una especie (Santegoeds,
Schramm y De Beer 1998). Ademas este tipo de microsensores son fragiles y el coste

por sensor es elevado (Wu et al. 2005).

La tecnologia MEMS ha mostrado un elevado potencial para el desarrollo de
microsensores (Lee et al. 2011). Por este motivo, se utiliz6 tecnologia MEMS (en el
capitulo 5) para desarrollar un microsensor disefiado especificamente para la
monitorizacion de OD en el interior de biopeliculas. Los resultados de su
caracterizacion mostraron que el sensor fue capaz de reducir algunas de las limitaciones
presentadas por los microsensores de OD convencionales, tanto electroquimicos
(Revsbech y Jérgensen 1986) como dpticos (Klimant, Meyer y Kuhl 1995). El disefio
del microsensor MEMS vy la fabricacion en masa de estos dispositivos ha permitido
simplificar el procedimiento experimental necesario para la adquisicion de perfiles de

concentracion, asi como reducir su coste y aumentar su robustez.

El microsensor de OD desarrollado utilizando tecnologia MEMS (capitulo 5), ha
permitido aumentar el conocimiento disponible de los procesos que tienen lugar en el
interior de la biopelicula. En este sentido, los fenémenos de transporte de materia y
biocinéticos han sido caracterizados (capitulo 6), aumentando la precision de los
modelos de biopelicula. Sin embargo, el potencial de esta tecnologia todavia puede
sequir explotandose, desarrollando nuevos disefios que avancen en la mejora y la

simplificacion del estudio de las biopeliculas.

La tecnologia MEMS puede utilizarse para fabricar dispositivos para la

monitorizacidon simultanea de diferentes analitos. En este sentido, esta tecnologia ha
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sido utilizada con éxito para desarrollar microsensores electroquimicos para la deteccion
de diferentes analitos, principalmente oxigeno (Lee, Lim, etal. 2007; Liu et al. 2007;
del Campo etal. 2007), pH (Lee etal. 2011, 2012 ; Prats-Alfonso etal. 2013) y
potencial redox (Lee, Seo, et al. 2007). La posibilidad de disefiar y fabricar matrices de
microelectrodos (MEA) utilizando tecnologia MEMS permite desarrollar dispositivos
para la deteccion simultanea de algunos de estos analitos, conocidos como sistemas de
microanalisis total (uTAS) (Suzuki 2000; Johnson et al. 2008). Los dispositivos de
uTAS han sido utilizados principalmente para la monitorizacion celdas de microfluidica
(Lete etal. 2015; Palmisano et al. 2000; Akin etal. 2011; Johnson et al. 2008). El
desarrollo especifico de este tipo de dispositivos para la monitorizacion de biopeliculas
permitird mejorar el estudio de ciertos tipos de biopeliculas (por ejemplo biopeliculas
nitrificantes y sulfuroxidantes), en las que es necesario monitorizar diferentes analitos
(principalmente OD y pH) en el mismo punto en el interior de la biopelicula (Kocincova
et al. 2007; Zhang et al. 2006).

Por otro lado, el desarrollo del microsensor MEMS de OD reveld problemas en su
funcionamiento, provocados por la poca estabilidad de su respuesta (debido a la
desactivacion de los electrodos) y por el caracter invasivo de sus medidas (por las
dimensiones del dispositivo). De este modo, el desarrollo de estos microsensores

también debe introducir mejoras tecnoldgicas que permitan solventar estas limitaciones.

El objetivo perseguido en este capitulo fue el desarrollo de un nuevo microsensor
(basado en tecnologia MEMS) para la medida simultanea del OD y el pH, disefiado
especificamente para la monitorizacién de biopeliculas. El desarrollo del microsensor se
inici6 modificando el disefio del prototipo previo (presentado en el capitulo 5) para
permitir la monitorizacién simultanea de los dos analitos y para incluir las mejoras
tecnoldgicas que permiten solventar las principales limitaciones de funcionamiento de
estos microsensores, y se completd caracterizando su respuesta y validando su

funcionamiento para la monitorizacion de biopeliculas.

9.2. MATERIALES Y METODOS

9.2.1. Disefio y fabricacidon del microsensor MEMS multi-analito

El disefio y la fabricacion del nuevo microsensor MEMS, para la monitorizacién del

OD y pH, se presentan a continuacion.
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9.2.1.1. Disefio del microsensor MEMS multi-analito

El nuevo microsensor MEMS (Figura 9.1) se disefi6 incluyendo, en la misma aguja,
dos matrices de microelectrodos (MEA) de 7 electrodos circulares, una para la
monitorizacion del OD vy la otra para la monitorizacion del pH. Los electrodos circulares
(50 um de diametro) se dispusieron de manera equidistante, separados por 50 um, a lo
largo de dos lineas paralelas, separadas por 50 um. Esta configuracion permite la
adquisicion instantanea de un perfil de OD y un perfil de pH, monitorizando
simultaneamente los electrodos de las dos MEA. La MEA para la deteccion del OD se
disefio siguiendo el principio de monitorizacion amperométrica del OD. De este modo,
los electrodos se fabricaron en oro. Por el otro lado, la implementacion de peliculas de
oxido de iridio (IrOx) sobre electrodos ha demostrado ser una buena opcion para la
deteccidn potenciométrica del pH (Prats-Alfonso et al. 2013; Cruz et al. 2012). Estos
electrodos, utilizados para el desarrollo de microsensores (Lee etal. 2011), se
implementaron en la segunda MEA. Por este motivo, la MEA se fabricé utilizando
platino, que ofrece una mejor adhesion para la pelicula de IrOx a electrodepositar
(Prats-Alfonso et al. 2013).

S
£ d
>RE interno
>CE interno
: : . um
» tlectrodos de Bt
1 >Electrodos de Au @ 50
S 50
(a) d 50 (b)
— >
9.8mm

Figura 9.1. (a) Diagrama del disefio del microsensor, formado por dos MEA de7 electrodos circulares (50 um de
didmetros) fabricados en oro y platino, un RE interno y un CE interno. (b) Detalle de la disposicion de las dos
matrices de electrodos en la que se especifican el diametro de los electrodos, la distancia entre electrodos y la
distancia entre las dos MEA.

Las reducidas dimensiones de las biopeliculas (entre centenares de micras y pocos

milimetros) y de los sistemas experimentales en los que crecen, impide generalmente la

215



Capitulo 9. Desarrollo de un microsensor multi-analito basado en tecnologia MEMS para el estudio y
monitorizacion de biopeliculas

utilizacion de electrodos de referencia y electrodos auxiliares externos. Por este motivo,
el disefio del nuevo microsensor, especifico para la monitorizacion de biopeliculas,
integro un sistema de referencia. Para ello se incluy6 un electrodo de platino rectangular
(150 um x 50 um) junto a las dos MEA, disefiado como electrodo de pseudo-referencia,
y un electrodo de platino rectangular (2400 um x 114 um) en paralelo a las MEA,

disefiado como electrodo auxiliar (CE).

Tal y como se observa en la Figura 9.1a, el disefio de las agujas se modifico para
sustituir el encapsulado convencional (union por hilo de oro a una PCB) por un sistema
de conexién rapida (zero insertion force (ZIF)), que redujo el tiempo y el coste de la
fabricacion. Para ello, las dimensiones de la aguja (Figura 9.1a) se modificaron
incrementando su longitud para facilitar su insercion en los sistemas a monitorizar, y
aumentando el tamafio de los conectores para el sistema ZIF. Estas modificaciones en el
disefio del microsensor aumentan sus dimensiones y, por lo tanto, reducen el nimero de

dispositivos incluidos en una oblea hasta 22.
9.2.1.2. Fabricacion del microsensor MEMS multi-analito

El microsensor multi-analito disefiado se fabrico en las instalaciones de sala blanca
del Instituto de Microelectronica de Barcelona (IMB-CNM, Espafia), siguiendo

procedimientos fotolitograficos estandar, descritos en detalle en la seccion 4.3.

El microsensor se fabrico utilizando como sustrato una fina capa (125 um) de Kapton
(500 HN, Dupont, Luxemburgo), un polimero flexible que minimiza el dafio causado
sobre los sistemas bioldgicos durante su monitorizacion. Los electrodos de platino y de
oro se definieron utilizando procedimientos de grabado indirecto (lift-off). Para ello, se
depositd una fotoresina positiva sobre el sustrato de la oblea (etapa 2 de la Figura 9.2a),
y utilizando técnicas fotolitograficas se definieron las geometrias necesarias para la
fabricacion de los dispositivos (etapa 3 de la Figura 9.2a). A continuacion, utilizando un
procedimiento de evaporacion metalica (e-beam metal evaporation), se depositaron
sobre toda la superficie de la oblea una capa de 20 nm del metal deseado (Pt o Au),
utilizando una capa intermedia de 200 nm de Ti para mejorar su adhesion (etapa 4 de la
Figura 9.2a). Después de esto, la oblea se sumergio en un bafio de acetona para eliminar
la resina, y los metales depositados sobre ella, de las zonas no deseadas. Este
procedimiento se repitié dos veces para depositar, en primer lugar la capa de Pt que
define los sensores de pH y a continuacion la capa de Au que define los sensores de
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OD. Por ultimo, se deposité una capa de una resina fotocurable (SU-8) (1.9 um)
utilizando un procedimiento de centrifugacion (etapa 5 de la Figura 9.2a). La superficie
activa de los electrodos y los conectores se definieron sobre el SU-8 utilizando un

altimo procedimiento fotolitografico (etapa 6 de la Figura 9.2a).

(@) (b)
= ==

(1) (4)

() (5)
. X e — E———

(3) (6)

3 Kapton I Fotoresina 1 Au I Ti EEH Pasivacion

Figura 9.2. (a)Etapas del proceso de microfabricacion del microsensor multi-analito: (1) preparacion del sustrato, (2)
y (3) preparacion de la resina positiva, (4) deposicion de las capas de metales, (5) deposicion del material pasivante y
(6) delimitacion de las superficies activas con el material pasivante. (b) Imagen de una oblea preparada siguiendo el
proceso de microfabricacién, donde es posible observar su flexibilidad.

Después de la microfabricacion de los sensores sobre la oblea, el proceso de
fabricacion se finalizd cortando la oblea (Figura 9.3a) para obtener los sensores
individuales. Los sensores individuales se limpiaron y activaron siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 5.2.2. A continuacion, se conectaron a un

dispositivo formado por una tira de PCB y un conector rapido ZIF (Figura 9.3b).
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1->Conector ZIF
2->Microsensor

15 mm

(b)

Figura 9.3. (a) Oblea microfabricada donde se observan los 22 sensores individuales obtenidos en cada una. (b)
Sensor individualizado instalado en el conector ZIF (2).

9.2.1.3. Preparacion de los electrodos de platino para la deteccion de pH

Los microsensores fabricados fueron modificados para realizar medidas de pH. Para
ello los electrodos de platino se revistieron después de su activacién con una capa de
IrOx (Ky7 Irp1 (OH),7:0.5 H,0). ElI método electroquimico utilizado para depositar el
IrOx, basado en un barrido de potencial dinamico (Cruz et al. 2012), permite obtener
peliculas delgadas (300 nm) de IrOx sobre electrodos de platino. La solucion utilizada
para la electrodeposicién del IrOx se preparé a partir de 1 mM de IrCl3-H,0, 1mM de
H.C,04:2H,0 y 5mM de K,COj3. La solucion final, se mantuvo a una temperatura de
37°C durante 4 dias y se almacend posteriormente a una temperatura de 4°C. La
electrodeposicion del IrOx se realizo en una celda de 3 electrodos, utilizando un CE de
platino (MC3051Pt, Radiometer analytical, Francia), un RE de Ag/AgCl (REF321,
Radiometer analytical, Francia), y los 7 electrodos circulares de Pt como WE. El
procedimiento fue controlado con un potenciostato de 8 canales (1010C, CH-
Instruments, USA). Las peliculas de IrOx se obtuvieron aplicando un protocolo
potenciométrico (Prats-Alfonso etal. 2013), que consiste en 50 barridos lineales de
potencial, con una velocidad de 10 mV-s™, entre el potencial de circuito abierto (0.00
V) y 0.65 V (vs. Ag/AgCl). Los WE y el CE se dispusieron en paralelo manteniendo la
misma distancia entre el CE y todos los electrodos de platino, asegurando la
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reproducibilidad en el recubrimiento de todos los electrodos. Las agujas modificadas se
almacenaron en una solucion de KCI (3 M) para evitar problemas de electromigracion
de los cationes de potasio del recubrimiento, que puede modificar la respuesta del

microsensor.
9.2.1.4. Proteccion de los electrodos

La fabricacion de los microsensores incluyd una membrana de intercambio proténico
(Nafion) para proteger los electrodos de su desactivacion (pasivacion de la superficie y
deposicion de impurezas sobre los electrodos), e incrementar la estabilidad de su
respuesta. La proteccion de la aguja se llevo a cabo depositando una fina membrana de
Nafion (&cido perfluorosulfénico) sobre los electrodos. El recubrimiento se realizo
sumergiendo las agujas en una solucion de Nafion en etanol (Nafion 117 solution,
Sigma Aldrich, Alemania) durante 30 segundos. La posicién de la aguja se control6 con
la ayuda de un micromanipulador (MM3-2, Unisense, Dinamarca), para evitar la
deposicién de la membrana en la zona de la aguja correspondiente a los conectores. La
pelicula protectora se consolidé manteniendo la aguja en posicion horizontal durante 24
horas para asegurar la evaporacion del etanol. EI grosor de la membrana resultante se
estudié sumergiendo la aguja repetidas veces (hasta 4 veces) en la solucién Nafion y
caracterizando su superficie en un perfilometro (KLA-Tencor profilemeter, KLA-
Tencor, USA). Finalmente, las membranas se hidrataron sumergiendo las agujas en
agua destilada durante 1 hora. Después de la hidratacion, las agujas protegidas se
almacenaron en una solucién salina (KCI 3 M), para evitar la deshidratacion de las

membranas que podria ocasionar su agrietamiento y deterioro.

9.2.2. Monitorizacién del OD y pH utilizando el microsensor MEMS multi-

analito

La monitorizacion del OD sobre los electrodos de oro del microsensor MEMS se
realizd siguiendo el procedimiento descrito en detalle en la seccion 5.2.3. En este
sentido, el OD se midié simultdneamente sobre los 7 electrodos de oro utilizando el
potenciostato de 8 canales (1010C, CH-Instruments, USA) y una celda convencional de
3 electrodos (Figura 9.4a).

La deteccion del oxigeno se llevo a cabo utilizando indistintamente el sistema de

referencia (RE y CE) integrado en el microsensor (seccion 9.2.1.1), y un sistema de
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referencia formado por un RE y un CE externos. La calibracion del microsensor se
realiz6 siguiendo el procedimiento presentado en la seccién 5.2.4. EI pH fue
monitorizado sobre los electrodos de platino recubiertos con una pelicula de IrOx,
midiendo la desviacion del potencial de circuito abierto de estos electrodos en funcion
del pH en el medio. La medida potenciométrica del pH se realizo utilizando el
potenciostato y una celda de electroquimica de dos electrodos (Figura 9.4b) para
adquirir el potencial de circuito abierto entre los electrodos de IrOx y un RE externo

(REF321, Radiometer analytical, Francia) sumergidos en una solucion acuosa.

(4)

(a) (b)

Figura 9.4. Detalle de la celda electroquimica para la deteccién del OD utilizando el microsensor MEMS, formada
por un CE (1), un RE (2) y los electrodos de oro del microsensor (3). (b) Detalle de la celda electroquimica para la
deteccion del pH utilizando el microsensor MEMS, formada por un RE (2) y los electrodos recubiertos de IrOx del
microsensor MEMS (4).

A diferencia de la medida de OD, el pH se monitorizd secuencialmente ya que el

potenciostato no permite realizar simultaneamente diferentes medidas potenciométricas.
Sin embargo, los perfiles de pH se adquirieron asegurando que el tiempo entre la
medida de pH (con los diferentes electrodos) era inferior a 5 s. La calibracion de los
electrodos de IrOx para la deteccién del pH se llevo a cabo correlacionando la respuesta
de los electrodos, en términos de potencial de circuito abierto, con el pH de diferentes
soluciones tampon de pH 4.01, 7.00 y 9.21 (pH buffers, Crison, Espafia).

9.2.3. Caracterizacion y validacion del microsensor MEMS multi-analito

La caracterizacion del microsensor MEMS multi-analito consistio en el estudio de su
funcionamiento como sensor para la medida simultanea de OD y pH. Para ello, se

comprobo la respuesta amperomeétrica de los WE circulares de oro en el rango tipico de
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concentracién de oxigeno en fase acuosa (entre 0 y 8 mg-L™), y la respuesta
potenciométrica de los electrodos recubiertos de IrOx en soluciones con diferentes
valores de pH (4.01, 7.00 y 9.21).

La calibracion de los electrodos de oro para la deteccion del OD se realizé en una
solucion de KNO;3; (0.1 M), utilizando un sistema de referencia externo formado por
electrodos comerciales. Los electrodos recubiertos de IrOx se calibraron para la
deteccion del pH sumergiendo el microsensor y el RE externo en diferentes soluciones
tampdn y midiendo el potencial de circuito abierto entre los electrodos de IrOx y el RE
en cada caso. A partir del analisis de los diagramas de calibrado se determiné la
linealidad y la sensibilidad de la respuesta del microsensor para la detecciéon del OD y
del pH. El procedimiento de calibracion también se utilizé para evaluar el efecto de la
proteccion sobre la respuesta del microsensor. La caracterizacion del microsensor se
completo determinando los limites de deteccion y cuantificacion para el OD y el pH, a

partir de la Ecuacion 5.2 y la Ecuacion 5.3.

La validacion del microsensor para la monitorizacién de biopeliculas se dividio en
dos etapas. En primer lugar se analiz6 su funcionamiento para la obtencion de perfiles
de OD y pH en el interior de una biopelicula sulfuroxidante, utilizando como patrén los
perfiles adquiridos con un microsensor comercial de OD (OXI-25, Unisense,
Dinamarca) y pH (PH-25, Unisense, Dinamarca). Los perfiles se adquirieron, utilizando
los diferentes microsensores, directamente sobre la biopelicula cultivada en el BPP-FG
a través del tercer puerto de muestreo (descrito en la seccion 4.1.2.2). La idéntica
posicion sobre la biopelicula de los diferentes perfiles se asegurd utilizando el
micromanipulador para posicionar los microsensores. La medida obtenida con el
microsensor MEMS da lugar a un perfil de 7 puntos, separados por 50 um, en el interior
de la biopelicula, dando lugar a un perfil de 350 um de profundidad. Los perfiles de OD
y pH completos se obtuvieron en dos pasos consecutivos moviendo el sensor a lo largo

de la biopelicula con la ayuda del micromanipulador.

En una segunda etapa, la validacion se completd evaluando las mejoras en el disefio
y la microfabricacion del microsensor (proteccion de los electrodos y reduccion del
grosor del sensor) para la monitorizacién de la biopelicula sulfuroxidante a lo largo del
tiempo. La respuesta del microsensor se evalué monitorizando el efecto en el interior de

la biopelicula de cambios en la carga de H,S alimentada en el reactor. La concentracion
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de OD vy el pH en la biopelicula se midié insertando el microsensor en el BPP-FG a

través del tercer puerto de muestreo (a 8 cm de la entrada del reactor).
9.2.4. Bioreactor de placa plana en fase gas

La biopelicula sulfuroxidante utilizada en la validacién del microsensor MEMS
multi-analito se cultivo en un BPP-FG. El disefio y puesta en marcha del bioreactor se
detallan en la seccién 4.1.2.2. El sistema experimental utilizado en la monitorizacion del

reactor se describe en detalle en la seccién 8.2.1.2.

La operacion del reactor, durante la obtencion de los perfiles de OD y pH utilizando
los microsensores comerciales y el microsensor MEMS, se llevé a cabo reproduciendo

las condiciones de operacion de un biofiltro percolador, detalladas en la Tabla 9.1.

Tabla 9.1. Variables de operacion del bioreactor de placa plana en fase gas.

Variable de operacion Valor de la variable
Tiempo de residencia de la
6 - 56
fase gas (TRG) [s]
Tiempo de residencia 6
hidraulico (TRL) [h]
Velocidad de recirculacion (v) 34
[m-h"] '
Carga alimentada
3.4 6 - 60
[ H:S:m™-h7]

Los experimentos para la validacion del microsensor se llevaron a cabo operando el
reactor con un TRL y una v, constantes. La carga de H,S alimentada en el reactor se
aumentd (desde 6 g-m™-h™ hasta 60 g-m™-h™), reduciendo el tiempo de residencia de la
fase gas, desde 56 s a 6 s, y manteniendo una concentracion de H,S alimentada de
130420 ppm,. Los cambios en la concentracion de OD y el pH en el interior de la
biopelicula, provocados por el aumento de la carga alimentada, se monitorizaron
utilizando el CE integrado en el microsensor y un RE externo (Ag/AgCl), sumergido en

la fase liquida a través del segundo puerto de muestreo.
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9.3. RESULTADOS
9.3.1. Caracterizacion del microsensor MEMS multi-analito

La viabilidad del microsensor MEMS multi-analito para la monitorizacion del OD y
el pH se comprobo caracterizando el funcionamiento del microsensor después de las

modificaciones introducidas en su disefio y microfabricacion.
9.3.1.1. Crecimiento de la capa de IrOx para la deteccion de pH

Los electrodos de Pt del microsensor MEMS se recubrieron con una pelicula de IrOx
para realizar medidas potenciométricas de pH. Los resultados de la sintesis
electroquimica de la pelicula de IrOx sobre los electrodos de Pt, en la Figura 9.5,
muestran como el corriente medido sobre un electrodo de Pt aumenta después de cada
ciclo de potencial. Este comportamiento se debe a un incremento en la superficie util de

los electrodos provocado por la deposicion de una capa de IrOx.
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Figura 9.5. Sintesis electroquimica del IrOx sobre un electrodo circular de Pt (50 um de didmetro) mediante
voltametria ciclica (OV a 0.7 V, 10 mV-s™ y 75 ciclos).

El valor de densidad de corriente (medido en el pico de oxidacion) después del
Gltimo barrido (25.46 A-m™) es comparable al observado en los electrodos de IrOx
preparados siguiendo el mismo procedimiento de electrodeposicion (Cruz et al. 2012).
Esta similitud demuestra que las caracteristicas morfoldgicas (area superficial de la
pelicula de IrOx) de los electrodos preparados en este trabajo son comparables a los

presentados en Cruz et al. (2012).
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Las caracteristicas morfologicas de las peliculas de IrOx electrodepositadas se
analizaron, con la ayuda de un microscopio Optico, para confirmar que la pelicula
formada presentaba las caracteristicas necesarias para la monitorizaciéon del pH. Los
resultados obtenidos en la inspeccidn dptica de los electrodos de IrOx se presentan en la

Figura 9.6.

W

Figura 9.6. Imagen, obtenida en un microscopio 6ptico, de dos electrodos de Pt (50 pm de didmetro) recubiertos con
una pelicula de IrOx, utilizados para la deteccion potenciométrica del pH.

Los resultados de la inspeccion éptica (Figura 9.6) muestran como los electrodos
recubiertos de la pelicula de IrOx presentan una tonalidad azulada. Este cambio en la
tonalidad de los electrodos (inicialmente plateada) indica el recubrimiento del platino
con una pelicula de IrOx (Cruz etal. 2012). Se observa como el IrOx recubre la
totalidad de la superficie de los electrodos, demostrando la homogeneidad de la
electrodeposicion. El andlisis de la pelicula de IrOx electrodepositada se finalizo
analizando la morfologia de los electrodos de IrOx (rugosidad de la superficie),
midiendo el cambio en la capacidad de carga de los electrodos antes y después de la
electrodeposicion. Las peliculas de IrOx electrodepositadas presentan una estructura
rugosa que incrementa la superficie util de los electrodos. Este cambio en las
caracteristicas superficiales puede evaluarse facilmente a partir de la medida de su
capacidad de carga. De este modo, el analisis de la capacidad de carga de los electrodos
permite evaluar la estructura de la superficie de los electrodos de IrOx. La capacidad de
carga de los electrodos se analiz6 a partir de una voltamperometria ciclica de los
electrodos en una solucion de fosfato tamponada (PBS) (PBS tablets, Sigma Aldrich,
Alemania). En la Figura 9.7 se muestran los resultados de la voltametria ciclica de los
electrodos de Pt y IrOx, entre -0.5 V y 0.5 V y con una velocidad de barrido de 10

mV-s™,
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Figura 9.7. Voltametria ciclica en una solucion de PBS de un electrodo de Pty un electrodo de Pt recubierto con una
pelicula de IrOx. La superficie de las curvas define la capacidad de los electrodos.

La capacidad de carga de los electrodos se determiné evaluando la superficie de los
voltamperogramas. Los resultados de la Figura 9.7 muestran como la deposicion de la
pelicula de IrOx incrementa la capacidad de los electrodos (desde 1.43 nA-V hasta
30.96 nA-V). Este incremento demuestra que la estructura de la superficie de los
electrodos de 1rOx obtenidos es altamente rugosa. Teniendo en cuenta que el efecto del
pH sobre el potencial de los electrodos esta provocado por los cationes H* en los
intersticios de la estructura de 1rOx, una rugosidad elevada provoca el incremento de la
sensibilidad de estos electrodos para la deteccion del pH. Por lo tanto, estos resultados
indican que las caracteristicas de los electrodos preparados son adecuadas para la

monitorizacion potenciométrica del pH.
9.3.1.2. Calibracién del microsensor MEMS para la deteccion del OD y pH

El funcionamiento del microsensor MEMS multi-analito para la monitorizacion del

OD vy el pH fue caracterizado mediante la calibracion de los electrodos de Au y de IrOx.

La respuesta amperométrica de los electrodos de Au se calibré siguiendo el
procedimiento presentado en la seccion 5.3.2.2. En este sentido, la MEA de oro se
calibré en una solucién de KNO;3 (0.1 M) utilizando un RE y un CE externos. El
potencial utilizado para la polarizacion de los electrodos se seleccion6 de acuerdo con
los resultados obtenidos en el estudio del potencial optimo para la monitorizacién del

OD (realizado en el capitulo 5), presentados en la Tabla 5.3. La reduccion del oxigeno
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sobre la superficie de los electrodos se forzo aplicando un potencial de -0.85 V (vs
Ag/AgCl) entre los WE vy el RE. La respuesta del microsensor en el rango entre 0 y 8

mg-L se presenta en la Figura 9.8a.

Los electrodos de Pt recubiertos con IrOx también fueron calibrados para caracterizar
su respuesta potenciométrica respecto al pH. Para ello, se midié el potencial de circuito
abierto entre los 7 electrodos de la MEA y un RE de Ag/AgCI en tres soluciones
tampon de pH 4.01, 7.00 y 9.21. La respuesta de los electrodos de 1rOx en el rango de
pH estudiado se muestra en la Figura 9.8b.

Las rectas de calibrado presentadas en la Figura 9.8 muestran una respuesta lineal del
microsensor MEMS multi-analito para la deteccién del OD, entre 0y 8 mg-L™?, y para la
deteccion del pH, en el rango de pH entre 4.01 y 9.21. La excelente linealidad
observada de la respuesta de las dos MEA se confirmd por los coeficientes de

correlacion (r%), 0.998 para el OD y 0.997 para el pH.
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Figura 9.8. (a) Calibracién de los 7 electrodos de Au (50 um de diametro) para la deteccion de OD. (b) Calibracion
de los 7 electrodos de Pt (IrOx) (50 um de didmetro) para la deteccién del pH. Los puntos y las barras de error
corresponden a la media y la desviacion estandar de las medidas.

A partir del anélisis de las rectas de calibrado se determind la sensibilidad del
microsensor MEMS para la deteccion del OD y el pH. La MEA de oro presentd una
sensibilidad para la deteccion del OD de 2.06+0.08 nA-L-mg™. Este valor es
ligeramente inferior al presentado por el microsensor MEMS de OD en el capitulo 5
(2.41+0.08 nA-L-mg™). Sin embargo, se observa como la diferencia de corriente entre

dos concentraciones consecutivas es superior al error de la medida (barras de error).
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Esta tendencia demuestra que la sensibilidad es adecuada para monitorizar el OD en el

rango estudiado.

La sensibilidad de los electrodos de IrOx para la deteccion del pH (-74.2+0.7
mV-pH™) mostré un comportamiento sobre-Nernstiano. Este comportamiento esté
provocado por el efecto de otros cationes (diferentes al cation H*) sobre la respuesta
potenciometrica de los electrodos de IrOx (Prats-Alfonso et al. 2013). El analisis de la
sensibilidad, siguiendo el criterio descrito anteriormente para los electrodos de Au,
revela que la sensibilidad que presenta el microsensor es adecuada para la deteccion del
pH. Ademas, el valor de sensibilidad observado es comparable al reportado en otros
sensores de IrOx para la deteccién del pH (entre -63.5 mV-pH™' y -77.6 mV-pH™)
(Prats-Alfonso et al. 2013; Ges et al. 2005; Marzouk et al. 1998).

9.3.1.3. Proteccion de los electrodos en la respuesta del microsensor MEMS

El microsensor MEMS multi-analito se protegié con el objetivo de evitar la
deposicién de impurezas y la pasivacion de los electrodos, aumentando asi la estabilidad
de su respuesta. Para ello, la aguja microfabricada se recubrié con una fina pelicula de
Nafion. Las membranas de Nafion (membrana de intercambio protdnico) han sido
utilizadas satisfactoriamente para evitar la desactivacion de electrodos en contacto

directo con biopeliculas (Del Campo et al. 2007).

La deposicion de membranas de Nafion sobre electrodos se ha realizado tipicamente
utilizando un procedimiento de centrifugacion. Sin embargo, este procedimiento no
permite realizar una proteccion selectiva de los dispositivos. Por este motivo, en este
trabajo se estudié un procedimiento alternativo (seccion 9.2.1.4). Teniendo en cuenta
que, hasta donde llega nuestro conocimiento, es la primera vez que este procedimiento
es utilizado para proteger electrodos, las caracteristicas de la membrana fueron
analizadas midiendo su espesor en funcion de las capas de Nafion depositadas. La
topologia de las agujas con 1, 2, 3 y 4 capas de se caracteriz6 a partir de su estudio
perfilométrico. Los perfiles de la superficie de los electrodos se iniciaron desde la zona
no protegida, avanzando hasta llegar a la zona protegida por la membrana de Nafion.

Los resultados de los anélisis perfilométricos se presentan en la Figura 9.9.
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Figura 9.9. Resultados del andlisis perfilométrico de la aguja recubierta con 1 (a), 2 (b), 3 (c) y 4 (d) capas de Nafion.
En azul se muestra la profundidad correspondiente a superficie del sustrato y en rojo se muestra la profundidad
correspondiente a la superficie de la membrana de Nafion resultante.

El andlisis de los resultados obtenidos en estos analisis, en la Figura 9.9, se utiliz6
para definir el numero 6ptimo de capas de Nafion necesarias para proteger los
electrodos. Para interpretar estos resultados es necesario definir los elementos que se
observan en los perfiles. Por un lado, la profundidad de la membrana de Nafion sobre la
aguja se destaca en rojo sobre los diferentes perfiles. Por el otro lado, la profundidad del
sustrato (aguja no protegida) se muestra en azul. Las irregularidades observadas en
todos los perfiles entre estas dos profundidades estan provocadas por una rebaba
formada por el menisco entre la solucién y la aguja durante su inmersion. De este modo,
el nimero de irregularidades observadas en cada perfil corresponde al nimero de capas
de Nafion depositadas. A partir del andlisis de estos resultados se cuantifico el espesor

de la membrana de Nafion depositada en cada caso, en la Tabla 9.2.

Tabla 9.2. Espesor de la membrana de Nafion depositada, en funcion del nimero de capas de Nafion depositadas,
determinada a partir del analisis de los resultados del estudio perfilométrico.

N° de capas de Nafion Espesor de lamembrana
depositadas de Nafion [nm]
1 275
2 665
3 170
4 225

Los resultados de la Tabla 9.2 no presentan un relacion clara en entre en el espesor
de la membrana y el nimero de capas de Nafion depositadas, observando una espesor
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similar en las membranas formadas depositando 1, 3 y 4 capas de Nafion. El valor,
considerablemente mas elevado, de la membrana obtenida a partir de 2 capas de Nafion
se debe con toda probabilidad a un error en el analisis perfilométrico. Por lo tanto, la
deposicion de varias capas de Nafion no mejora las caracteristicas de la membrana
protectora. De este modo, teniendo en cuenta que la deposicion de diferentes capas no
aumenta el grosor de la membrana, se puede concluir que el método Optimo para
proteger los electrodos del microsensor MEMS consiste en la deposicidn de una capa de

Nafion.

Una vez depositadas, las membranas de Nafion fueron hidratadas sumergiéndolas
durante 60 minutos en una solucion acuosa (KCI 3 M). El espesor de la membrana de
Nafion presentados en la Tabla 9.2 corresponde a membranas deshidratadas. En este
sentido, el espesor final de la membrana de Nafion (después de su hidratacion) es
superior al observado en los analisis. El espesor final de las membranas no fue
cuantificado debido a la necesidad de mantener las membranas hidratadas en
condiciones de humedad. Sin embargo, en Del Campo etal. (2007) definen un
incremento del 50 % en volumen del Nafion después de su hidratacion. De este modo,
el espesor de las membranas de Nafion obtenidas en este estudio es comparable al
presentado por sensores similares (Del Campo etal. 2007), donde los autores

cuantificaron el espesor final de la membrana en 450 nm.

9.3.1.4. Efecto de la proteccion de los electrodos en la respuesta del

microsensor MEMS

La deposicion de la membrana de Nafion protege los electrodos de su desactivacion.
Sin embargo, introduce una resistencia al transporte de materia de los analitos hacia la
superficie de los electrodos (barrera difusional) (Del Campo et al. 2007), que modifica
la respuesta del microsensor para la deteccion del OD y pH. El efecto de la membrana
protectora sobre la respuesta del microsensor se cuantificd caracterizando de nuevo el
funcionamiento del microsensor después de su proteccion. Los sensores fueron
calibrados siguiendo el procedimiento utilizado para su calibracion inicial. En la Figura
9.10 se presentan los resultados de la calibracion del microsensor, para la deteccién del

OD vy el pH, antes y después de su proteccion.
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Figura 9.10. Calibracion del microsensor MEMS multi-analito para la deteccion del OD (a) y el pH (b), antes y
después de la proteccion de los electrodos utilizando una membrana de Nafion.

Los resultados presentados en la Figura 9.10 revelan que la presencia de la
membrana de Nafion no modifica la linealidad de la respuesta del microsensor para la
deteccion del OD y el pH. Sin embargo, la proteccion de los electrodos provoca una
pérdida de sensibilidad en la deteccion de los dos analitos, tal y como se observa en la
disminucion del pendiente de las dos rectas de calibrado (en la Figura 9.10). Los
electrodos de Au protegidos con la membrana de Nafion presentan una sensibilidad para
la deteccién del OD de 1.73+0.12 nA-L-mg™, que corresponde a una disminucién del
16% respecto a la sensibilidad inicial. Esta pérdida de sensibilidad es comparable a la
observada en sensores de OD similares protegidos con una membrana de Nafion. En del
Campo et al. (2007) estiman la pérdida de sensibilidad para la deteccién del OD,
provocada por la presencia de una membrana de Nafion (300 nm de espesor), en el 26%
de su sensibilidad inicial. Los electrodos de IrOx protegidos presentaron una
sensibilidad para la deteccion del pH de -60.5£0.6 mV-pH-1. Este valor corresponde a
una disminucién del 18% de su sensibilidad inicial, comparable a la pérdida de

sensibilidad observada en los electrodos de Au.

La pérdida de sensibilidad observada para la deteccidn de las dos especies confirma
que la presencia de una membrana protectora introduce una barrera difusional para los
dos analitos que disminuye sensiblemente las sensibilidades del microsensor. Sin

embargo, los valores de sensibilidad que presenta el microsensor después de su
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proteccion es suficiente elevada para una correcta monitorizacion de las dos especies, y

la proteccion de los electrodos aumenta ademas la estabilidad de su respuesta.

La caracterizacion de la respuesta del microsensor MEMS después de su proteccion
se completd determinando los limites de deteccion (Lp) y cuantificacion (Lg) para la

monitorizacion del OD y pH. Los resultados del estudio se presentan en la Tabla 9.3.

Tabla 9.3. Limites de deteccién (Lp) y cuantificacion (Lg) del microsensor MEMS multi-analito para la deteccion del
OD yel pH.

Lo Lo
Deteccién del OD [mg-L™] 0.05+0.01 0.17+0.02
Deteccién del pH
0.05 0.08

[unidades de pH]

El valor de los limites de deteccion y cuantificacion para la deteccion del OD y el pH
(en la Tabla 9.3) son comparables a los presentados por electrodos descubiertos. En el
capitulo 5, los electrodos de oro circulares (50 um de didmetro) descubiertos
presentaron unos limites de deteccién y cuantificacion de 0.04+0.01 mg-L™" y
0.015+0.03 mg-L™ respectivamente. Comparando estos valores con los presentados en
la Tabla 9.3 se observa como la proteccion de los electrodos no modifica la capacidad
del microsensor para detectar y cuantificar el OD. Respecto a los limites de deteccién y
cuantificacion para la monitorizacion del pH, en Prats-Alfonso et al. (2013) presentan
unos electrodos de IrOx descubiertos, con unas dimensiones similares a los del trabajo
actual, en los que determinan unos limites de deteccion y cuantificacion de 0.01 y 0.03
unidades de pH respectivamente. Tal y como se observo para el oxigeno, la proteccion
de los electrodos de IrOx no altera la capacidad del microsensor para detectar y
cuantificar el pH. Estos resultados confirman el correcto funcionamiento del

microsensor para la monitorizacion de las dos especies después de su proteccion.
9.3.1.5. Estabilidad de la respuesta del microsensor a largo plazo

La capacidad de la membrana de Nafion depositada sobre los electrodos para evitar
su desactivacion fue evaluada. Para ello la sensibilidad de las dos MEA para la
deteccion del OD y el pH fue monitorizada a lo largo de 1000 h (Tabla 9.4). La
sensibilidad se estimé siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 9.2.3. Durante
este tiempo el microsensor se almaceno a temperatura ambiente (entre 20 y 25°C) y se
sumergio en una solucion acuosa (KCI 3M) para prevenir la deshidratacion del Nafion y

la electromigracion de cationes de potasio hacia la solucién en la que se almacenan. Los
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valores de sensibilidad se compararon con la sensibilidad inicial (0O h) para estimar la

estabilidad a largo plazo de la respuesta del microsensor.

Tabla 9.4. Evolucion de las sensibilidades para la deteccion del OD y del pH de una aguja protegida con una
membrana de Nafion. Los valores de sensibilidad de esta aguja descubierta también se incluyen. El tiempo
corresponde a las horas a partir de la calibracién de la aguja descubierta, inmediatamente anterior a su proteccion.

Sensibilidad para la deteccion del OD  Sensibilidad para la detecciéon del

[nA-mg™L] pH [mV-pH™]
Aguja desprotegida 2.06 £0.08 -74.2+0.7
0h 1.73+0.12 -60.5 £ 0.6
150 h 1.78+0.14 -67.7 £ 0.6
Aguja
. 300 h 1.62 +0.08 -62.6 £ 0.6
protegida
850 h 1.64+0.16 -63.5 £ 0.6
1000 h 1.67+0.17 -62.9 £ 0.6

Los resultados de la Tabla 9.4 muestran una pequeiia diferencia entre el
comportamiento de las dos MEA. En este sentido, los electrodos de oro presentan una
ligera disminucion de su sensibilidad a lo largo de la monitorizacion (alrededor del 3%
después de 6 semanas) mientras que los electrodos de IrOx presentan una sensibilidad
constante durante el mismo periodo. Esta ligera diferencia se explica por la naturaleza
de la membrana y del material de las dos MEA. La membrana de Nafion, de
intercambio protdénico, permite el contacto de sustancias oxidantes (principalmente
protones del medio) sobre la superficie de los electrodos, provocando una ligera
pasivacion de éstos a lo largo del tiempo (del Campo etal. 2007). Este fendbmeno
provoca una disminucion de la sensibilidad de los electrodos de oro, mientras que no
afecta a la sensibilidad de los electrodos de IrOx. Por lo tanto, a partir de estos
resultados podemos concluir que la membrana de Nafion es ligeramente mas eficiente
para combatir la desactivacion de los electrodos provocada por la deposicion de
impurezas sobre la superficie de los electrodos que la provocada por la pasivacion de los

electrodos.

Los resultados de la monitorizacion de las dos MEA muestran que tras la pérdida
inicial provocada por la proteccion de los electrodos, las sensibilidades para la deteccion
de los dos analitos se mantienen practicamente constantes durante toda la
monitorizacion. Estos resultados confirman la idoneidad de la membrana de Nafion para
proteger los electrodos de su desactivacion e incrementar la estabilidad de su respuesta a
lo largo del tiempo. De este modo la proteccidén de los electrodos permite utilizar el

microsensor para realizar medidas a lo largo del tiempo.
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9.3.2. Analisis del funcionamiento del microsensor MEMS para el estudio y

monitorizacion de biopeliculas

La validacion del microsensor MEMS multi-analito se llevd a cabo evaluando la
repercusion de las mejoras en su disefio y fabricacion (proteccion de los electrodos y
reduccion de su grosor) en el estudio y la monitorizacion de biopeliculas. Para ello se
analizo su funcionamiento para la obtencion de perfiles de OD y pH puntuales en el
interior de una biopelicula sulfuroxidante y para la monitorizacion de una biopelicula

sulfuroxidante a lo largo del tiempo.
9.3.2.1. Adquisicion de perfiles de OD y pH

El funcionamiento del microsensor MEMS multi-analito para la adquisicion de
perfiles de OD y pH en el interior de una biopelicula sulfuroxidante se valido utilizando
la respuesta de microsensores convencionales de OD y pH como patron. Los diferentes
microsensores se utilizaron para adquirir los perfiles de OD y pH en el mismo punto de

la biopelicula (a 8 cm de la entrada del reactor).

Los perfiles adquiridos utilizando los microsensores convencionales se adquirieron
desde la interfase gas-liquido hasta la zona méas profunda de la biopelicula. Utilizando el
micromanipulador, los perfiles se adquirieron en intervalos de 100 um dentro de la fase
liquida y de 50 um en el interior de la biopelicula. A continuacion los dos perfiles
fueron adquiridos de nuevo utilizando el microsensor MEMS. A pesar de que el
microsensor MEMS permite adquirir un perfil de concentracion sin la ayuda de un
micromanipulador (disefio multi-electrodo), éste fue utilizado para mantener la misma
posicion respecto a la biopelicula. EI microsensor MEMS se insertd directamente en el
interior de la biopelicula, y los perfiles de OD y pH fueron adquiridos en 2 medidas
consecutivas (perfiles de 7 puntos) desplazando el microsensor en el interior de la
biopelicula. Los perfiles de OD y pH obtenidos utilizando los tres microsensores se

muestran en la Figura 9.11.
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Figura 9.11. Perfiles de OD (a) y pH (b) adquiridos con microsensores convencionales (o) y el microsensor MEMS
multi-analito (e) en el interior de una biopelicula sulfuroxidante. Los perfiles fueron analizados siguiendo el
procedimiento presentado en la seccion 6.3.2.1. En este sentido, el tramo del perfil correspondiente a la fase liquida y
la biopelicula se indica entre las flechas, mientras que la interfase liquido-biopelicula se remarca en gis.

Los perfiles de OD adquiridos con los diferentes microsensores en el interior de la
biopelicula sulfuroxidante se presentan en la Figura 9.11a. Comparando los dos perfiles
se observa como ambos presentan la misma tendencia a lo largo de todo el perfil. Sin
embargo, la concentracion de OD medida en la fase liquida, alrededor de la interfase
liquido-biopelicula, con el microsensor Clark (7.72 mg-L™) y con el microsensor
MEMS (8.30 mg-L™) presenta algunas diferencias. Esta diferencia puede explicarse por
el efecto de la dindmica del reactor sobre la concentracion de OD en el liquido, ya que
los dos perfiles no fueron adquiridos simultaneamente. Respecto a la concentracion de
OD medida en el resto del perfil, los dos sensores presentan practicamente la misma
medida de OD desde la superficie de la biopelicula, donde los dos microsensores
midieron una concentracién de 7.30 mg-L*?, hasta la zona més profunda de la
biopelicula. Del mismo modo, los dos perfiles muestran el agotamiento del OD en la
misma profundidad de la biopelicula (800 um desde la superficie). Considerando la
respuesta del microsensor Clark como patron, las pequefias diferencias que presenta la
concentracion de OD medida con el nuevo microsensor MEMS, respecto a las
observadas cuando se utilizé el prototipo anterior (en la Figura 5.20), demuestra que el
nuevo sensor solventa las principales limitaciones de los microsensores MEMS para la
adquisicion de perfiles de OD en el interior de biopeliculas. En este sentido, la
reduccion del grosor del sustrato utilizado en la fabricacion del microsensor permite
reducir el dafo en la estructura de la biopelicula durante su insercion, mejorando su

funcionamiento para la adquisicion de perfiles.
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Los perfiles de pH adquiridos utilizando el microsensor convencional y el
microsensor MEMS se muestran en la Figura 9.11b. Estos resultados muestran algunas
diferencias en el pH medido por los dos microsensores, sobretodo en la fase liquida. En
el caso del pH el efecto de la dinamica del reactor sobre el pH de la fase liquida genera
una diferencia de 0.25 unidades en el pH medido con los dos microsensores alrededor
de la interfase liquido-biopelicula. El perfil de pH medido en el interior de la biopelicula
con el microsensor MEMS presenta una buena concordancia con el perfil adquirido
utilizando el microsensor convencional, con diferencias menores al 0.1 unidad de pH. El
principio de funcionamiento de los microsensores convencionales de pH (de membrana
de vidrio) (Santegoeds, Schramm y De Beer 1998) provoca que la resolucién espacial
de estos dispositivos corresponda a la totalidad de la membrana de vidrio (generalmente
con tamafios superiores a 200 um). EIl nuevo microsensor MEMS permite incrementar
la resolucion espacial en la medida de pH hasta 50 um. Por lo tanto, este dispositivo
permite mejorar las prestaciones de los microsensores para la monitorizacién del pH en

el interior de las biopeliculas.

Por otro lado, analizando el perfil de pH se observa un gradiente practicamente
constante. Las pequefias diferencias entre el pH medido en la fase liquida y el interior de
la biopelicula (7.05 y 6.95 respectivamente) estan provocadas por la velocidad de
difusion de los protones, que es suficientemente grande para suavizar el gradiente de pH

entre las dos fases.
9.3.2.2. Monitorizacion de biopeliculas sulfuroxidantes

El nuevo microsensor MEMS se utilizd para monitorizar el OD y el pH en el interior
de la biopelicula sulfuroxidante, cultivada en el BPP-FG. EIl reactor se operd ajustando
el TRL, la v y la concentracién de H.S en la entrada del reactor en 6 h, 3.4 m-h™ y
130420 ppm,, respectivamente. Al mismo tiempo, el TRG se redujo desde 56 s hasta 6
s, aumentando la carga alimentada desde 6 g-m=-h™* hasta 60 g-m>-h™’. Los electrodos
de oro se utilizaron para monitorizar la evolucion de la concentracion de OD en el
interior de la biopelicula. Las limitaciones técnicas del sistema de medida (la
posibilidad de realizar s6lo una medida potenciométrica simultanea) sélo permitieron

medir puntualmente el pH en el interior de la biopelicula.

La concentracion de OD y pH durante el seguimiento de la biopelicula se muestran

en la Figura 9.12 y en la Figura 9.13 respectivamente. Los resultados de la
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monitorizacion revelaron que a partir de 500 um el OD se encontraba agotado. Por este
motivo, los resultados de la monitorizacion del OD so6lo muestran los resultados
adquiridos hasta una profundidad de 400 um. Las condiciones de operacién durante los

diferentes periodos en los que se divide la monitorizacion se detallan en la Tabla 9.5.
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Figura 9.12. OD en el interior de la biopelicula durante la reduccion del TRG desde: 56 s hasta 42 s (a), 42 s hasta 12
s (b), 12 s hasta 8 s (c) y 8 s hasta 6 s (d). Los nimeros sobre las flechas indican el periodo en los que se divide la
monitorizacion.

236



Disefio, caracterizacion y aplicacion de microelectrodos para el estudio de biopeliculas sulfuroxidantes

9 9
8 8
7 - 7-e
L] ® -
=g. 6 L J b ™Y :g. 6 ®
L ] ° Y
5 E . = 5 -
4 4
(a) (b)
3 L] L L L L L T 3 L) T L L) L) L) L)
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 S00 600
Profundidad del perfil [um ] Profundidad del perfil [ um ]
9 9
8 8
© L J
7 b4 7 P~
- ® ® .
T 6 e o x 6 ® e
. ®
5 5
4 4
(c) (d)
3 T 1] 1 L) L) T LJ 3 L L] 1 L) Ll L) L)
0O 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Profundidad del perfil [um ] Profundidad del perfil [ um ]
9
8 —
L J
7 .
L ]
e o
L 6 ° ®
L ]
5 —
4 —
(e)
3 T Ll B =] T gy T
0 100 200 300 400 500 600
Profundidad del perfil [ um ]

Figura 9.13. pH en el interior de la biopelicula cultivada bajo un TRG de: 56 s (a), 42 s (b), 12s(c),8s (d) y 6 s ().
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Tabla 9.5. Condiciones de operacién del BPP-FG durante la monitorizacion de la biopelicula utilizando el
microsensor MEMS multi-analito.

Concentraciéon H,S

Periodo TRG [s] (alimentada) [ppm,]
1 56 1275
) 42 1307
3 12 120+8
4 8 150+2
5 6 145+5

Los resultados de monitorizacion del pH no muestran una correlacion clara entre el
valor de pH medido y la carga alimentada en el reactor. Este comportamiento se explica
por la accion del control de pH, que mitiga en efecto de la actividad de los
microorganismos sobre el pH del sistema. Estos resultados muestran una ligera
acidificacion de la biopelicula por la oxidacion bioldgica del H,S por parte de los
microorganismos. Tal y como se observa en la Figura 9.13, el pH disminuye desde
valores superiores a 7 en la zona superficial de la biopelicula, hasta valores inferiores a

6 en la zona mas profunda de ésta.

Los resultados de OD a lo largo de la monitorizacion (Figura 9.12), revelan un
consumo desigual a lo largo de la biopelicula. Como se observa en estas figuras, el
consumo en la zona superficial de la biopelicula (profundidades de O um, 100 umy 200
um) es el doble que en la zona mas interna de la biopelicula (profundidades de 300 um
y 400 um). La distribucion de consumo de OD en el interior de la biopelicula se explica
por la mayor concentracion de H,S en la superficie de la biopelicula que acentua el
consumo de OD. En esta direccién, también se observa como cuando aumenta la carga
de H,S alimentada aparecen limitaciones en la concentracion de OD, como se empieza a
observa por debajo de 400 um cuando se alimenta una carga superior a 48 g-m>-h™ (en
la Figura 9.12c¢).

La evolucién de la concentracion de OD cuando aumenta la carga alimentada en el
reactor revela que no hay diferencias importantes en la velocidad de consumo de OD
(pendiente similares en después de los diferentes aumentos de carga (Figura 9.12a,
Figura 9.12b y Figura 9.12c)). Sin embargo, se observan variaciones importantes en la
concentracion de OD, que disminuye (en la superficie de la biopelicula) desde 8.2

mg-L™? hasta 2 mg-L™?, cuando la carga aumenta desde 6 g-m>-h™* hasta 60 g-m=-h™.
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Esta disminucion en la concentracion de OD indica un aumento en la actividad

oxidativa de los microorganismos.

Por otro lado, los resultados obtenidos cuando se aumentd la carga alimentada hasta
60 g-m>-h (Figura 9.12d) muestran que el consumo de OD es inferior al observado
anteriormente (Figura 9.12b y Figura 9.12c). Este comportamiento tiene relacién con la
limitacién de OD observada por debajo de las 400 um cuando se alimentaba una carga
de 48 g-m™>-h™. La disminucién del consumo de OD, indica que para este valor de

carga, los microorganismos han alcanzado su capacidad méaxima de consumo de H5S.

Otro aspecto importante en el funcionamiento del microsensor es la susceptibilidad
de su respuesta al ruido electromagnético ambiental. Los resultados de la
monitorizacién del OD revelan que el ruido electromagnético sélo se aprecia cuando los
cambios en la concentracion medida son pequefios (Figura 9.12a). A pesar del ruido que
puede presentar la sefial del microsensor, éste no impide detectar los cambios en la
concentracion de OD provocados por el aumento de la carga de H,S. Estos resultados
descartan la necesidad de utilizar elementos, tales como una caja de Faraday, para
eliminar el ruido de la sefial del microsensor. Sin embargo, la perturbacion en la sefial
registrada que se observa en la Figura 9.12a, entre el segundo 700 y 900, (provocada por
la manipulaciéon del reactor durante la monitorizacion de la biopelicula) indica la
necesidad de utilizar sistemas experimentales robustos que eviten las trasmision de

vibraciones hasta el microsensor.

Estos resultados demuestran que utilizando este microsensor es posible monitorizar
la evolucion de dos variables claves del proceso bioldgico (OD y pH) en diferentes
escenarios operacionales. La monitorizacion del interior de las biopelicula durante la
operacion del reactor permite detectar diferentes comportamientos a lo largo de la
operacion (diferentes velocidades de consumo o limitaciones por la concentracion de
OD). De este modo, las posibilidades de monitorizacion del microsensor MEMS
mejoran las prestaciones de los microsensores convencionales para monitorizaciéon de

biopeliculas.
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9.4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el proceso de caracterizacion del microsensor MEMS
multi-analito han demostrado que las diferentes modificaciones realizadas en el disefio y
la fabricacion del microsensor de OD previo (presentado en el capitulo 5) han permitido
mejorar su funcionamiento para la monitorizacion de biopeliculas. En este capitulo se
ha demostrado que sustituyendo el sustrato utilizado convencionalmente en la
tecnologia de microfabricacion por una lamina fina de Kapton (125 um), se ha mejorado
el funcionamiento del microsensor reduciendo la perturbacion en la medida provocada
por el dafio en la estructura de la biopelicula durante la monitorizacion. También se ha
demostrado que la capa de IrOx depositada sobre los electrodos de platino presenta un
excelente funcionamiento para la deteccion del pH, permitiendo integrar en un mismo
dispositivo un microsensor de OD y un microsensor de pH. Finalmente, se ha observado
que la proteccion de los electrodos con una membrana de Nafion, previene la
desactivacion de los electrodos, proporcionando una elevada estabilidad a largo plazo de
su respuesta y permitiendo la utilizacion del microsensor para monitorizar biopeliculas a

lo largo del tiempo.

La comparacion de los perfiles de OD y pH adquiridos con el microsensor MEMS y
microsensores convencionales no revelaron diferencias en su funcionamiento. Estos
resultados validaron el funcionamiento del microsensor multi-analito desarrollado en
este capitulo para la obtencion de perfiles de OD y pH en el interior de biopeliculas. Los
resultados obtenidos en el andlisis del funcionamiento del microsensor para la
monitorizacién de biopeliculas mostraron que la medida del microsensor presenta algo
de ruido. Sin embargo, el ruido sélo se aprecia cuando los cambios de OD son
pequefios. Ademas, el ruido apreciado en la respuesta del microsensor no impide
detectar los cambios en la concentracion de OD provocados por la dinamica del sistema.
Los resultados de la monitorizacion de la biopelicula sulfuroxidante durante los
experimentos de aumento de carga valido la utilizacién del microsensor MEMS multi-
analito para detectar con precisiébn cambios en la concentracion de OD y en el pH,

provocados por la dinamica de la biopelicula.

Hasta donde llega nuestro conocimiento, éste es el primer dispositivo que integra en
una misma aguja, un microsensor de OD y pH, especialmente disefiado para la

monitorizacion de biopeliculas. La utilizacion de un sistema de adquisicion adecuado
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permite utilizar este microsensor para adquirir simultdneamente un perfil de OD y pH
(instantaneos). Este microsensor ha permitido simplificar el sistema y el procedimiento
experimental necesario para la monitorizacion de biopeliculas. Su excelente
funcionamiento y robustez mejora las prestaciones de los microsensores
convencionales, acercando la posibilidad de monitorizar equipos industriales utilizando

este tipo de equipos.
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10. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

10.1. CONCLUSIONES

Las conclusiones derivadas de esta tesis pueden agruparse en 4 temas principales:
desarrollo de microsensores basados en tecnologia MEMS, caracterizacion del
transporte de materia en el interior de biopeliculas, caracterizacién cinética de

biopeliculas y monitorizacion de biofiltros percoladores utilizando microsensores.
10.1.1. Desarrollo de microsensores basados en tecnologia MEMS

Las conclusiones relacionadas con el desarrollo de microsensores basados en

tecnologia MEMS derivadas de los capitulos 5y 9 son:

e Los microelectrodos de oro han mostrado un excelente funcionamiento como
sensores amperométricos de OD, presentando una respuesta lineal, una
elevada sensibilidad y unos limites de deteccion y cuantificacion bajos.

e La utilizacion de peliculas de é6xido iridio depositadas sobre electrodos de
platino ha demostrado ser una excelente opcién para la monitorizacion
potenciométrica del pH.

e El disefio multi-electrodo del microsensor (especifico para la monitorizacion
de biopeliculas) ha permitido simplificar el procedimiento experimental
necesario para la obtencion de perfiles de concentracién utilizando
microsensores convencionales, permitiendo obtener un perfil de OD y pH de
7 puntos en una sola medida.

e La utilizacion de membranas de Nafion para proteger los electrodos del
microsensor ha demostrado ser un método efectivo para prevenir la
desactivacion de los electrodos e incrementar la estabilidad de su respuesta.

e La utilizaciéon de una lamina de Kapton (125 um) como sustrato ha permitido
minimizar el dafio causado sobre las estructuras bioldgicas durante su

monitorizacion.
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10.1.2. Caracterizacion del transporte de materia en el interior de

biopeliculas

Las conclusiones relacionadas con la caracterizacion del transporte de materia en el

interior de biopeliculas derivadas de los capitulos 6 y 7 son:

e El transporte de materia externo (a través de la interfase liquido-biopelicula)
presenta una clara dependencia con las condiciones hidrodindmicas del
sistema.

e La morfologia de la superficie de las biopeliculas impide describir el
mecanismo de transporte de materia externo utilizando la aproximacion
clasica de Blasius (que asume una interfase plana). Esta desviacion ha sido
corregida desarrollando una nueva correlacion que considera un exponente
turbulento (0.8) para el Re.

e El transporte de materia en el interior de las biopeliculas esta impulsado por
mecanismos difusivos a través de los agregados de microorganismos, Yy
mecanismos convectivos a través de los canales de agua.

e EI transporte de materia interno presenta una clara dependencia con las
condiciones hidrodinamicas del sistema. En Re inferiores a 2.8 el transporte
de materia esta dominado por los mecanismos difusivos, mientras que en Re
superiores a 5.6 estd impulsado por mecanismos convectivos.

e Lavelocidad de transporte de materia interno presenta una relacion lineal con
la densidad de la biopelicula. El coeficiente de difusion en el interior de las
biopeliculas decrece cuando aumenta su densidad, hasta biopeliculas de 50 g
SSV-L™, en las que esta fuertemente limitado.

e La descripcién del transporte de materia interno se ha mejorado a partir del
desarrollo de un modelo para estimar el coeficiente de difusién a partir de la

densidad de la biopelicula y las condiciones hidrodindmicas del sistema.
10.1.3. Caracterizacion cinética de biopeliculas heterétrofas y sulfuroxidantes

Las conclusiones relacionadas con la caracterizacion del transporte de materia en el

interior de biopeliculas derivadas de los capitulos 6 y 8 son:
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La utilizacion de perfiles de OD ha permitido cuantificar los pardametros de
un modelo biocinético desarrollado para describir la actividad en una
biopelicula heterotrofa.

Los resultados de la caracterizacién cinética han demostrado que los estudios
respirométricos (caracterizacion cinética en cultivos en suspension) tienden a
sobreestimar la actividad en el interior de la biopelicula.

La utilizacion de microsensores de OD, H,S y pH ha permitido caracterizar in
situ la biocinética de una biopelicula sulfuroxidante.

La caracterizacion cinética ha revelado un elevado impacto de la
heterogeneidad de la biopelicula sobre su actividad, obteniendo una
distribucion de los pardmetros biocinéticos a lo largo de las biopeliculas
heterétrofas y sulfuroxidantes caracterizadas.

La modelizacion de las biopeliculas utilizando la informacién del transporte
de materia y la biocinética obtenida con los microsensores en el interior de las
biopeliculas ha mejorado la precision de los modelos, que han incorporado la
capacidad de predecir el efecto de las condiciones hidrodinamicas sobre el

comportamiento de la biopelicula.

10.1.4. Monitorizacion de biofiltros percoladores utilizando microsensores

Las conclusiones relacionadas con la caracterizacion del transporte de materia en el

interior de biopeliculas derivadas del capitulo 8 son:

El disefio de los microsensores desarrollados ha permitido monitorizar
simultaneamente diferentes puntos en el interior de biopeliculas que crecen
en biofiltros percoladores.

La monitorizacion de biopeliculas en sistemas reales permite detectar

posibles escenarios que limiten la actividad de los microorganismos.

10.2. TRABAJO FUTURO

En esta tesis se ha desarrollado un nuevo microsensor que solventa la mayor parte de

las limitaciones que presentan los microsensores convencionales, y se ha adquirido un

amplio conocimiento sobre los procesos que tienen lugar en el interior de las

biopeliculas. Sin embargo, al tratarse de herramientas novedosas es necesario continuar

avanzando en las diferentes lineas de investigacion iniciadas.
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Respecto al microsensor desarrollado, a pesar de que ha demostrado ser una

herramienta de gran utilidad, existen ciertos aspectos que podrian mejorar su

funcionamiento e incrementar la informacion de los procesos biologicos que puede

ofrecer. Estos aspectos se recogen a continuacion.

La utilizacion del electrodo disefiado como electrodo de referencia permitiria
simplificar ain mas el sistema experimental necesario para la monitorizacion
de biopeliculas. Para ello, se deben mejorar los procedimientos disponibles
para depositar una pelicula de Ag/AgCl sobre el electrodo con el fin de
incrementar la estabilidad de la referencia interna.

El estudio de biopeliculas sulfuroxidantes utilizando el microsensor
desarrollado deberia incorporar la medida de H,S. Para ello, se deberia
adaptar el disefio actual del microsensor y se deberia incorporar el
conocimiento disponible sobre la monitorizacion amperométrica del H,S en
el desarrollo de los dispositivos.

La utilizacion del nuevo microsensor multi-analito deberia permitir
monitorizar simultdneamente el OD y el pH en todos los electrodos. Para ello,
es necesario desarrollar un equipo de medida (potenciostato) que permita
realizar simultdneamente como minimo 7 medidas amperométricas y 7

medidas potenciométricas.

Respecto a los estudios de caracterizacion de biopeliculas, las futuras investigaciones

deberian abordar diferentes aspectos con el objetivo de incrementar la informacion

disponible sobre el funcionamiento de los sistemas de biofiltracion. Estos aspectos se

presentan a continuacion.

La caracterizacion del transporte de materia en los sistemas de biofiltracion
deberia completarse utilizando los microsensores para estudiar el transporte
de materia entre la fase gas y la fase liquida.

El estudio biocinético de las biopeliculas sulfuroxidantes deberia contemplar
otros escenarios operacionales y otros modelos biocinéticos que permitan
evaluar el efecto de posibles inhibiciones asi como de diferentes escenarios

de limitacion en la actividad de los microorganismos.
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11. ABREVIATURAS Y SIIMBOLOS

11.1. ABREVIATURAS

Abreviatura

Nombre

AFM

BPP-CA
BPP-FG
CE

CLSM

cov
DEO

DGGE

EPS

FISH

GFP

IrOx
MEA

MEMS

NMR

NRMSE

oD
OMS

Microscopia de Fuerza Atomica (del inglés Atomic Force
Microscopy)

Bioreactor de Placa Plana de Canal Abierto
Bioreactor de Placa Plana en Fase Gas

Contra-Electrodo
Microscopia Confocal (del inglés Confocal Laser Scanning
Microscopy)

Compuestos Organicos Volatiles

Disefio de Experimentos Optimos

Electroforesis fluorescente con gradiente de desnaturalizacion (del
inglés Denaturating Gradient Gel Electrophoresis)

Substancias Poliméricas Extracelulares (del inglés Extracelular
Polymeric Substances)

Hibridaciéon Fluorescente In Situ (del inglés Fluorescense In Situ
Hybridation)

Proteina Verde Fluorescente (del inglés Green Fluorescense
Protein)

Oxido de Iridio

Matriz de Microelectrodos (del inglés Microelectrode Array)
Sistemas Micro-Electromecénicos (del inglés Micro-
Electromechanical Systems)

Resonancia Nuclear Magnética (del inglés Nuclear Magnetic
Resonance)

Error Cuadratico Medio Normalizado (del inglés Normalized Root
Mean Square Error)

Oxigeno Disuelto

Organizacion Mundial de la Salud
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Abreviatura

Nombre

PFGE

PCB

PCR

RCTA
RE
SSV

SEM

TRG
TRL
WE
ZIF

Electroforesis de Gel en Campo Pulsado (del inglés Pulsed-Field

Gel Electrophoresis)
Placa de Circuito Impreso (del inglés Printed Circuit Board)

Reaccion en Cadena de Polimerasa (del inglés Protein Chain

Reaction)

Reactor Continuo de Tanque Agitado
Electrodo de Referencia (del inglés Reference Electrode)

Sélidos en Suspension Volatiles
Microscopia de Barrido Electrénico (del inglés Scanning Electron
Microscopy)

Tiempo de Residencia del Gas
Tiempo de Residencia del Liquido
Electrodo de Trabajo (del inglés Working Electrode)

Sistema de conexion rapida (del inglés Zero Insertion Force)

11.2. SIMBOLOS

Simbolo Nombre Unidades

a Area de transferencia especifica m*

a; Actividad de los iones en la muestra -
Actividad de los iones en la solucién

% electrolitica )

A Area m?

C Concentracion g-m?®
Distancia entre dos electrodos de dos MEA

d distintas Hm

dCldz Gradiente de concentracion en una el interior de gm?

una biopelicula

D Coeficiente de difusion m?-s*

E Potencial sobre un electrodo mvV

F Constante de Faraday (96.49-10°) C-mol™
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Simbolo Nombre Unidades
Funcion objetivo en un procedimiento de
I:objetivo ... -/ )
minimizacion
| Corriente de polarizacién A
J Flujo de especies hacia un electrodo mg-L™*
k Coeficiente de transferencia de materia m-s*

Consumo enddgeno del oxigeno en una L
Kg ) . i g 0,:gSSV™-s
biopelicula heterotrofa

K, Constante de inhibicién del modelo Haldane g-m-3
Khs Constante de ionizacion H,S/HS -
Ks Constante de semi-saturacion g-m-3
Posicion en la coordenada longitudinal del
! reactor "
L Altura de la pasivacion de un electrodo m
Lc Espesor de la capa limite m
Lp Limite de deteccion de un sensor mg-L™*
Lo Limite de cuantificacion de un sensor mg-L™*
Numero de electrones transferidos en una
" reaccion electroquimica )
nb Capas en las que se divide la biopelicula -
n. Secciones en las que se divide la plana -
Nm Numero de medidas experimentales -
p Punto de muestreo -

Consumo especifico maximo del oxigeno para la 1
Omax,0D » g O,:gSSV™:s
degradacion de la glucosa

Consumo especifico maximo del oxigeno para la 1
Omax,B1 . g Op:gSSV™:s

oxidacion del H,S

Consumo especifico maximo del oxigeno para la

0,-g SSVts?t
fnas 62 oxidacion del S° 9%29

Qalim Caudal de alimentacion del reactor m°-s

Error de las medidas experimentales en el punto

de muestreo p
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Simbolo Nombre Unidades
Qrec Caudal de recirculacién del reactor m.s?
r Radio de un electrodo m
R Constante de los gases ideales (8.31) J-mol™.K*
Ro Velocidad de consumo/produccion bioldgica kg-m3.s*t
Re Numero adimensional de Reynolds -
S Distancia entre electrodos Vigg!
Sal Salinidad de la solucién % masa
Desviacion estdndar de la intensidad de un
> blanco A
Sc NUmero adimensional de Schmidt -
Sh NUmero adimensional de Sherwood -
Sob Sensibilidad para la deteccion del OD nA-L-mg™*
t Tiempo S
T Temperatura K
v Velocidad de circulacion m-s™
Y, Volumen m?
Espesor de la pelicula de liquido sobre la
X biopelicula m
XL Longitud hidrodindmica caracteristica m
X Concentracion de microorganismos g SSv-L?
Yexp Variable procedimiento de minimizacion -
Y Rendimiento de una reaccién biologica -
Sensibilidad del pardmetro ¢ en un modelo
Yo matematico )
z Posicidn en la profundidad de la biopelicula m
Zy Espesor de la biopelicula m
Ze Carga de los iones -
Zperfil Profundidad de un perfil cm
a Parametro de la correlacién Sh-Re -
B Parametro de la correlacion Sh-Re -
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Simbolo Nombre Unidades
Y Parametro de la correlacion Sh-Re -
SNAFION Espesor de la membrana de Nafion nm
AE Diferencia de potencial a través de la membrana mvV
Distancia entre los puntos monitorizados en el
AZperiil . . } pm
interior de una biopelicula
Ew Fraccién volumétrica -
Velocidad de crecimiento especifica de los 4
g microorganismos °
i Viscosidad del fluido en la capa limite kg-m™t.s*
Velocidad méxima de crecimiento de los 4
Hx microorganismos °
i Densidad del fluido en la capa limite kg-m*
Po Densidad de los microorganismos kg-m?
Vinuestreo Frecuencia de muestreo st
Pardmetro estimado en un procedimiento de
v minimizacion )
%) Diémetro de un electrodo Vigg!
11.3.SUBINDICES
Subindice Nombre
A Analito
(alim) Alimentacion del reactor
b Interior de la biopelicula
B Superficie de la biopelicula
CN Ferricianuro
e Electrodos
end Enddgeno
exp experimento
G Glucosa
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Subindice Nombre

i Interior de la capa limite

(inlet) Entrada del reactor
H,S Sulfuro de hidrégeno
L Interior de la fase liquida
m Especie m
0 microorganismos
oD Oxigeno disuelto
p EPS
pico Pico de una reaccion electroquimica
r relativa
red Reaccion de electroquimica de reduccién
S Azufre elemental
SO, Sulfato
(t=0) Inicio del experimento
trans Transferencia de materia
W Agua
0 Solucion electrolitica
1 Primera reaccion
2 Segunda reaccion
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