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Resumen

a dinamica del fitoplancton juega un papel crucial en los ecosistemas acuéticos ya
L que son un importante indicador del estado trofico y la salud de los ecosistemas.
Cambios en la composicion de la comunidad de fitoplancton y la biomasa pueden ser
indicativos de eutrofizacion que pueden resultan en floraciones de algas nocivas (FAN).
Debido a la contaminacion y al cambio climatico las FAN estan aumentando tanto en
frecuencia como en intensidad suponiendo un gran problema en los ecosistemas. Las
FAN se producen con poca antelacion, por lo que es de gran importancia el desarrollo de
herramientas de deteccion y prediccion tempranas asi como una monitorizacion continua.

En este contexto, el objetivo principal del trabajo radica en la construccion de un
fotobiorreactor de bajo coste a través de la mejora del Pioreactor, realizando un rediseno e
implementando nuevos modulos que pueden ser de interés para el estudio del fitoplancton.
Los cambios realizados consisten en la mejora del la iluminacién para el fotoperiodo, la
implementaciéon de un modulo para medir fluorescencia con excitaciones a diferentes
longitudes de onda y la posibilidad de realizar medidas de espectrocopia Raman. La
mejora y combinacion de técnicas podrian ser de utilidad para la monitorizaciéon continua
de especies de fitoplancton.

Palabras clave — Fotobiorreactor, Fitoplancton, Cianobacteria, Monitoreo conti-
nuo, Fluorescencia, Espectroscopia Raman, Biorreactor, Pioreactor, Raspberry Pi, Ar-
duino.
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Abstract

hytoplankton dynamics play a crucial role in aquatic ecosystems, serving as vital
P indicators of trophic status and ecosystem health. Changes in phytoplankton com-
munity structure and biomass can indicate eutrophication, which may result in harmful
algal blooms (('HAB)s). Due to pollution and climate change, the frequency and inten-
sity of HABs are increasing, posing a significant challenge to ecosystem stability. The
occurrence of HABs with minimal warning underscores the necessity of developing rapid
detection and prediction tools coupled with continuous monitoring.

In this context, the main objective of this work is to construct a low-cost photobioreac-
tor. This will be achieved by improving the Pioreactor, redesigning it, and implementing
new modules that may be of interest for the study of phytoplankton. The modifications
include enhancements to the illumination for the photoperiod, the incorporation of a
module to measure fluorescence with excitation at varying wavelengths, and the poten-
tial for Raman spectroscopy measurements. The advancement and integration of these
techniques could be beneficial for continuously monitoring phytoplankton species.

Key words — Photobioreactor, Phytoplankton, Cyanobacteria, Continuous monito-
ring, Fluorescence, Raman spectroscopy, Bioreactor, Pioreactor, Raspberry Pi, Arduino.
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| cambio climatico es uno de los desafios ambientales més criticos de nuestro tiempo.
Las predicciones mostradas en los informes del Panel Intergubernamental sobre
Cambio Climéatico (IPCC) presentan un preocupante panorama sobre las consecuencias
de este. En respuesta a la creciente evidencia cientifica, en las ultimas décadas parece
haber aumentado considerablemente la conciencia social sobre el cambio climéatico y
sus efectos. Sin embargo, el Informe de Evaluacion AR6 subraya la urgencia de tomar
medidas drasticas y rapidas para mitigar el cambio climatico y adaptarse a sus efectos
inevitables, resaltando la necesidad de cooperacién internacional y politicas ambiciosas
para evitar los peores escenarios [1].

Entre los graves efectos que ya se van haciendo evidentes se encuentra el impacto
sobre los ecosistemas. El calentamiento global, el aumento de la estratificacion, la acidi-
ficacion del agua y las alteraciones en los ciclos de nutrientes son algunos de los impactos
del cambio climatico que afectan directamente sobre nuestros los protagonistas en esta
historia: el fitoplancton.

El fitoplancton, tanto marino como de agua dulce, juega un papel crucial en la salud
y el funcionamiento de estos ecosistemas. No obstante, las alteraciones en su dindmica
pueden afectar con impactos negativos en la pesca, la acuicultura, la salud humana y las
economias costeras.
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1.1. El problema: Floraciones de Algas Nocivas

El fitoplancton es un conjunto de organismos microscopicos que habitan flotando en
aguas dulces y saladas del planeta. De forma equivalente a las plantas que conocemos,
son organismos fotoautotrofos gracias al proceso de la fotosintesis; pues usando la luz
solar como fuente principal de energia, son capaces de producir sus propias reservas
energéticas. Asi, estos microorganismos proliferan en las regiones superficiales de los
cuerpos de agua, donde tienen acceso a la luz solar y a los nutrientes que necesitan.

El fitoplancton presenta una gran biodiversidad. Podemos encontrar desde bacterias,
pasando por protistas, hasta plantas unicelulares. Entre los tipos mas comunes se encuen-
tran las cianobacterias, las diatomeas con su envoltura de silice, los dinoflagelados, las
algas verdes y los cocolitoforos que estan recubiertos de carbonato de calcio (Figura 1.1).

Cianobacteria Diatomea Dinoflagelado Alga Verde Cocolitoforo

é@’
&)

Figura 1.1. El fitoplancton es extremadamente diverso [2|. Las ilustraciones no estén a escala.

Producto de las actividades de la agricultura y la ganaderia o el crecimiento de ciu-
dades y pueblos, se vierten diferentes elementos a los ecosistemas como fosforo (P) y
nitrogeno (N), causando una contaminaciéon por nutrientes inorganicos. A esta conta-
minacion se le llama eutrofizaciéon y es una de las principales causas del deterioro de
la calidad del agua. Los sintomas méas agudos de la eutrofizacion son la hipoxia' y las
floraciones de algas nocivas (FAN), harmful algal bloom (HAB) en inglés.

En una situaciéon de exceso de nutrientes y de temperatura favorable, estos organis-
mos fitoplancténicos pueden multiplicarse rapidamente formando lo que se suele llamar
florecimiento o bloom. Cuando esta proliferacion de algas causa impactos negativos en
otros organismos mediante la producciéon de toxinas o por cualquier otro medio, es cuando
toma el nombre de FAN.

1 Referido a condiciones de bajo oxigeno. En medios acuaticos, cuando el oxigeno disuelto ve reducida
su concentraciéon hasta un punto en que resulta perjudicial para los organismos acuaticos que viven en
el sistema. A la ausencia total de oxigeno se le denomina anoxia.
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“n

Fertilizacion irresponsable Cambio climatico

Exceso de  Calentamiento
nutrientes global

Figura 1.2. Causas de la formacién de floraciones de algas nocivas.

Estos fenémenos parecen verse reforzados por el calentamiento global. El Quinto
Informe de Evaluacion del IPCC (AR5) [3] ya concluy6 que las FAN habian aumentado
en frecuencia e intensidad, causados en parte por el calentamiento, las fluctuaciones de
nutrientes en areas de surgencia y la eutrofizaciéon costera. Ademas, el Informe Especial
sobre los Océanos y la Criosfera en un Clima Cambiante (SROCC) [4] habla de evidencias
adicionales que atribuyen caracteristicas de las FAN al cambio climatico, demostrando
que los cambios en la biogeografia, el aumento de la abundancia y la mayor toxicidad
de las FAN en los ultimos anos han sido causados en parte o en su totalidad por el
calentamiento y por otros factores humanos mas directos. En general, se proyecta que
la frecuecia de las FAN, su toxicidad y el riesgo para los sistemas naturales y humanos
continien aumentando en el siglo XXI con el calentamiento y el aumento de CO4 [5], [6]
(Figura 1.2).

Generalmente, las FAN en lagos y rios de agua dulce, o en estuarios, son causadas por
cianobacterias. Las cianobacterias producen una gran variedad de compuestos, consi-
derados metabolitos secundarios, por no realizar funciones principales en la cianobacteria
que los produce. Entre estos se encuentran las cianotoxinas, que causan diferentes efectos
sobre la salud de los organismos que se ven expuestos a ellos. Estas toxinas pueden ser de
muy diversa naturaleza quimica, por lo que normalmente se clasifican por los efectos que
producen: hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas, dermatotoxinas y toxinas irritantes.
Asi, las cianotoxinas se consideran los compuestos més toxicos y mas preocupantes en
las masas de agua, tanto por su toxicidad como por su amplia distribucion. Estas pueden
tener claros efectos nocivos en la salud de las personas expuestas, considerdndose como
uno de los mayores riesgos para la salud derivados del consumo del agua. |7]
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A nivel ecolégico, el efecto més importante es la disminucion de la biodiversidad,
y la anoxia, aunque en realidad estas son consecuencias directas de la presencia del
afloramiento masivo, independientemente de si este es toxico o no.

En Espana, las cianobacterias estdn presentes en muchos rios y embalses en los que,
con frecuencia, se desarrollan floraciones (Figura 1.3). Las cianobacterias potencialmente
toxicas son abundantes o dominantes en alrededor de la mitad de los embalses que
se investigan y los datos indican que alrededor del 65% de las muestras en que las
cianobacterias eran abundantes presentaban cianotoxinas. Asi, se tiene la hipotesis de
que alrededor del 25% de los embalses espafioles puedan presentar en algin momento
cianotoxinas en concentraciones variables. [8], [9], [10]

Figura 1.3. a) y b) Embalse de Valdecaballeros (Badajoz) [10], ¢) Embalse de Villar del Rey
(Badajoz) [10], d) y g) embalse de Alcantara (Caceres) [11], e) y f) Embalse de Jaime Ozores
(Badajoz) [10].

Las FAN se producen con poca antelacion, por lo que es muy dificil de pronosticar
cuando se podria presentar una. Es por eso que los programas de monitoreo sostenido a
escala local y los sistemas de alerta temprana pueden alertar a los gestores de recursos y
a las partes interesadas sobre las posibles floraciones para que puedan tomar medidas y
reducir los impactos, como alertar de mariscos toxicos o reubicar actividades. Por con-
siguiente, los riesgos serdn mayores en areas poco monitoreadas. Siendo asi las personas
de estas areas mas vulnerables a estos peligros biologicos. [5]

Vista la importancia de una motorizacién proactiva y continua, parece imprescindible
el desarrollo de herramientas de deteccion y prediccion tempranas. Los métodos tradi-
cionales incluyen la enumeracion de especies utilizando microscopia 6ptica o medidas de
clorofila-a por extraccion de pigmentos mediante solvente, que tienden a ser costoso y
laborioso [12]. También, cada dia se estan desarrollando més tecnologias basadas en es-
pectroscopia hiperespectral por satélite [13], que para monitorizacion de grandes masas
de agua en mares y océanos puede ser de suma utilidad, pero puede no ser tan accesible
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para la monitorizaciéon de muchos embalses y rios.

Queda claro que el analisis de calidad de aguas y fitoplancton son
temas de investigacion actual, que nos acompanaran tendidamente a
lo largo de muchos anos. Asimismo, dos de los objetivos de desarrollo
sostenible (ODS) de la Agenda 2030 tienen relacion con la calidad del
agua y la biodiversidad acuatica (Figura 1.4). En estos ya se advier-
te del estado de emergencia de las aguas, remarcando la necesidad
de aumentar los conocimientos cientificos, desarrollar capacidades de
investigacion y transferir tecnologia, a fin de mejorar la salud de las
aguas. [14]

Con esta motivacion, este trabajo trata de sumergirse en la pro-
blematica, investigando sobre el tema e intentando incentivar el desa-
rrollo de nuevos dispositivos para la monitorizacion del fitoplancton.
Todo ello a través de la mejora de un fotobiorreactor de bajo coste.

Los fotobiorreactores son dispositivos capaces de simular condi-
ciones controladas para el cultivo, control y mantenimiento de orga-
nismos vivos. Lo que puede ser de gran utilidad para investigaciones
relacionadas con el fitoplancton y las FAN. Con la mejora de un foto-
biorreactor de bajo coste se pretende acercar estos dispositivos de una
manera asequible a la comunidad para la investigaciéon y monitoriza-
cion de fitoplancton. El trabajo no tiene la intencién de facilitar un
dispositivo 6ptimo para estos fines, sino trasmitir ideas abriendo un
abanico de posibilidades que fomenten el desarrollo de instrumentos
que se ajusten a los propositos de la investigacion particular.

1.2. Objetivos

a2 )
/
&7

OBJETIV<:
DE DESARROLLO
SOSTENIBLE

AGUA LIMPIA
Y SANEAMIENTO

1 VIDA
SUBMARINA

Figura 1.4. ODS
vinculados a la ca-
lidad del agua y vi-
da submarina.

El objetivo principal del trabajo radica en la construccion de un fotobiorreactor de
bajo coste, basado en el Pioreactor®, realizando un rediseiio e implementando nuevos mo-
dulos que puedan ser de interés para el estudio del fitoplancton. Asimismo, se determinan

varios subobjetivos:

o Estudio de las caracteristicas biolégicas y cultivos de fitoplancton, asi como la

interaccién de la luz con estos.

o Diseno e implementacion de nuevos moédulos para la mejora del fotobiorreactor.

o Anélisis y valoracion del fotobiorreactor.

1.3. Estructura del documento

Se detalla a continuacion la estructura general que sigue el presente documento.
Ademas, en la Figura 1.5 se ilustra de forma simple el desarrollo, destacando los puntos

!Biorreactor de fuente abierta y bajo coste desarrollado por la empresa Pioreactor en Waterloo

(Canad4). Mas detalles en la Seccion 3.1.
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relevantes del trabajo.

3.3

Fluorescencia

B2
]_ Fotoperiodo 4

Introduccién 3.1 Analisis

Pioreactor

3

2 Mejora del 5
Fundgrpentos EOlODIOCaCior Conclusiones y
Teoricos 53 Lineas futuras
Intere;cci()n
Luz
Fitoplancton

2.1

Biorreactores 22
Fitoplancton

Figura 1.5. Estructura que sigue el documento.

e Capitulo 1. Introduccién

Como hemos visto, este capitulo pretende introducir el tema principal de una forma
superficial para hacernos con la perspectiva general en la que se enmarca el trabajo.
Conocer el contexto general, la motivacion y los objetivos facilitara la comprension del
mismo.

e Capitulo 2. Fundamentos Teoéricos

Comprender los principios bésicos a partir de los cuales se desarrolla el trabajo es funda-
mental. Por eso, en este capitulo se recopilan en tres grandes bloques los conocimientos
necesarios para su comprension: los fotobiorreactores, el fitoplancton y la interaccion
luz-fitoplancton. A partir de este estudio se derivan algunas de las consideraciones
practicas para el desarrollo posterior.

e Capitulo 3. Mejora del Fotobiorreactor

En primer lugar, se presenta el Pioreactor, un biorreactor de fuente abierta y bajo
coste que sera nuestro punto de partida. Asi, antes de implementar nuestras mejoras es
necesario analizarlo y comprender su funcionamiento. Tras reflexionar sobre las mejoras
que queremos anadir al fotobiorreactor, llega el rediseno. En este capitulo se describe
todo el proceso de diseno y las implementaciones realizadas en el fotobiorreactor.

e Capitulo 4. Analisis del funcionamiento

Una vez mejorado, es necesario testear el nuevo diseno y evaluar el funcionamiento
del mismo. Se presentan algunos resultados preliminares que podemos obtener del
dispositivo desarrollado.

e Capitulo 5. Conclusiones y lineas futuras

Para finalizar, se retinen las conclusiones obtenidas del trabajo realizado y se mencionan
algunas de las lineas abiertas que han quedado, asi como lineas futuras por las que se
podria continuar.
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ara abordar adecuadamente el tema, es fundamental comprender los principios bési-
P cos que sustentan este trabajo, especialmente debido a su naturaleza bioldgica. En
este capitulo, comenzaremos definiendo qué es un biorreactor y explicando su funciona-
miento mas sencillo. Ademaés, es crucial entender las caracteristicas y necesidades de los
microorganismos que se van a cultivar, ya que debemos proporcionarles las condiciones
O6ptimas para su crecimiento. Finalmente, se analizara la interacciéon entre la luz y el
fitoplancton, dado que, como veremos a lo largo del trabajo, la luz sera esencial para los
distintos sensores que monitorizaran el cultivo. Todo esto nos proporcionaré una base
solida para entender adecuadamente el trabajo realizado.
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2.1. Biorreactores

Un biorreactor es un dispositivo o sistema disenado para proporcionar un entorno
controlado en el cual se llevan a cabo reacciones biologicas, manteniendo asi, un ambiente
biol6gicamente activo. Estos dispositivos son utilizados para cultivar microorganismos,
células vegetales o animales, o tejidos en condiciones optimizadas para su crecimiento y
produccion.

Los biorreactores pueden ser de diversos tamanos y configuraciones, desde peque-
nos frascos hasta grandes tanques industriales. En general, podemos describirlos como
recipientes que estan equipados con sistemas para controlar parametros clave como la
temperatura, el pH, la concentraciéon de oxigeno, la agitacion, la luz o cualquier otra
variable importante para el cultivo (Figura 2.1). Estas condiciones ambientales del bio-
rreactor afectan crucialmente en el crecimiento y la productividad de los organismos
en su interior. Asi, bajo las condiciones 6ptimas, los microorganismos o células podran
realizar su funcién con una producciéon minima de impurezas. Las demandas especificas
del cultivo a menudo son conflictivas, y lograr un rendimiento 6ptimo requiere alcanzar
el equilibrio adecuado entre los diferentes requisitos. Es por esto que el diseno de un bio-
rreactor es una tarea de ingenieria relativamente compleja. El éxito depende criticamente
del buen disefio y operacion del biorreactor. [15]

La variedad de bioprocesos es enorme

Sistema de agitacion y se han desarrollado muchos disenos dife-

Bomba de 3 1
alimentacin rentes de biorreactores para satisfacer las
Monitor del distintas necesidades. En todos los casos,
Medio sistema . . .
de cultivo el biorreactor debe proporcionar las condi-
sensores ciones ambientales necesarias para el cul-

tivo. La configuraciéon y diseno dependen
tanto del tipo de organismos que se deseen
cultivar, como del proposito especifico del
cultivo. Las aplicaciones de estos sistemas
son diversas. Estas van desde la produc-
cion de productos farmacéuticos y bioqui-
micos, la generaciéon de biocombustibles,

Tanque del
reactor

Camisa térmica

Aireador hasta la investigacion en biologia y biotec-
Efluente .
nologfa. [17]
Figura 2.1. Estructura general de un tipo de Uno de los tipos de biorreactores es-

biorreactor de tanque agitado continuo. Adap- pecializados es el fotobiorreactor. Este
tada de [16] se distingue por su capacidad para culti-

var organismos fotosintéticos, como algas
y cianobacterias, utilizando la luz como fuente de energia. Los fotobiorreactores se dise-
nan para maximizar la captacion de luz, ya sea natural o artificial. Suelen incluir sistemas
de iluminacién y control de la intensidad luminica, ademés de los sistemas habituales
de control. Los microorganismos, normalmente algas o cianobacterias en este caso, se
cultivan en un medio de cultivo que proporciona los nutrientes necesarios y favorece el
crecimiento y el metabolismo de los microorganismos.
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De nuevo, el diseno de un fotobiorreactor depende del microorganismo especifico y del
producto final deseado. Es por eso que existen muchos tipos diferentes de fotobiorreac-
tores, cada uno con sus propias caracteristicas concretas de diseno [18]. En la Figura 2.2
podemos ver algunos de los tipos mas comunes de fotobioreactores.

Figura 2.2. Diferentes tipos de fotobiorreactores. Fotobiorreactores industriales con distintos
sistemas de captura de luz: a) fotobiorreactor abierto, b) canales finos de panel plano, d) y f)
fotobiorreactores tubulares. ¢) y g) fotobiorreactores de laboratorio con sistema de iluminacion
artificial. [19], [20], [21], [22], [23]

2.2. Fitoplacton: Cianobacterias

El mundo planctonico es realmente diverso y enorme. Se denomina plancton al con-
junto de organismos, principalmente microscopicos, que viven suspendidos en aguas sa-
ladas o dulces y que no tienen capacidad para hacer frente a las mareas, las corrientes y
otras fuerzas que determinan su destino, sino que es arrastrado. Es por esto que toma el
nombre del griego, que significa “errante” o “lo que va errante”.

Tradicionalmente, se ha subdividido el
plancton en dos grandes grupos: fitoplanc-
ton y zooplancton (Figura 2.3). Fitoplanc-
ton refiriendose al plancton vegetal y zoo-
plancton al plancton animal. Ambos gru-
pos estan constituidos por un grupo de or-
ganismos extremadamente diverso.

El fitoplancton esta compuesto por to-
dos los organismos acuaticos autotrofos
planctonicos con capacidad fotosintética.
A través de la fotosintesis que captura CO,

Figura 2.3. Fitoplancton y zooplancton [24].
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y liberan oxigeno, producen material organico rico en energia. Se calcula que aproxima-
damente un 50 % del oxigeno atmosférico ha sido producido por el fitoplancton de los
océanos. Ademas, el fitoplancton constituye la base de la cadena alimentaria de los eco-
sistemas acuaticos.

Como hemos visto brevemente en la introduccion, el fitoplancton abarca en su con-
junto muchisimos tipos de diferente forma y estructura. Sin embargo, en este trabajo
nos hemos centrado principalmente en el cultivo de cianobacterias, sobre todo, por su
capacidad de formar FAN y los problemas que acarrean.

2.2.1. Anatomia interna de las Cianobacterias

Aunque tradicionalmente también son conocidas como “algas verde-azuladas”, las
cianobacterias son en realidad bacterias procariotas, a diferencia de las algas, que son
eucariotas. Esto es debido a que no tienen niicleo o ninguna otra estructura interna con
membranas lipidicas que las recubran. Aunque las cianobacterias no tienen organulos
rodeados por membranas, hay estructuras observables dentro de la célula (Figura 2.4).

Membrana

Ficobilisoma
tilacoide

Ribosomas

Nucleoide

Pared celular
Capa de peptidoglucano\
Membrana externa —

Tilacoides
Capsula

Mucilago
Carboxisoma

Figura 2.4. Ilustracién de una tipica célula de cianobacteria indicando las diferentes partes de
esta. Adaptada de [25].

Algunas estructuras internas de las cianobacterias tienen funciones directas en la fo-
tosintesis. Una es un tipo de microcompartimiento bacteriano con pared de proteina, lla-
mado carboxisoma. Esta estructura actta para aumentar la eficiencia de la fotosintesis
en las cianobacterias al aumentar la concentracion de dioxido de carbono (CO,) alre-
dedor de una enzima crucial, la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, abreviada
RuBisCO. Esta enzima esté involucrada en el primer paso importante de la fotosinte-
sis: el proceso mediante el cual el CO5 atmosférico se incorpora en la serie de reacciones
quimicas que eventualmente almacenaran energia en forma de carbohidratos. [26]
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Dentro de la célula de cianobacteria también hay extensiones de la membrana ex-
terna que se pliegan sobre si mismas, aumentando la superficie. Es en estas superficies,
llamadas tilacoides, es donde se exhiben los complejos de pigmentos fotosintéticos para
capturar energia solar. Los pigmentos en estos complejos son ficocianina (azul verdo-
so), aloficocianina (azul), clorofila-a (verde) y ficoeritrina (rojo). Las ficocianinas estan
acopladas con proteinas para formar estructuras llamadas ficobilisomas y son las es-
tructuras primarias de recoleccion de luz para la fotosintesis en las cianobacterias. Estas
estructuras son las que le dan su color azul-verde caracteristico.

La superficie externa de una célula de cianobacteria consiste en peptidoglicano y una
membrana externa compuesta de lipopolisacarido, esto es muy similar a la de las bacterias
gramnegativas comunes. Esta es importante por que estas moléculas contribuyen a la
integridad estructural de la bacteria y la protegen de algunos quimicos.

En algunas células de cianobacterias hay una estructura hueca llamada aerotopo.
Esta es una vacuola de gas. La pared de proteina que rodea al aerotopo permite que
los gases pasen a través del aire, pero no del agua. A medida que el aerotopo acumula
gas, hace que la célula en su interior sea mas flotante en el agua, permitiéndole flotar
a la superficie. Esto mueve la célula hacia la luz para que pueda fotosintetizar. Cuando
la célula acumula carbohidratos mas densos mediante la fotosintesis, se vuelve menos
flotante y se hunde. Segin la célula consume carbohidratos y produce diéxido de carbono,
la célula se vuelve més flotante y el ciclo contintia. Las cianobacterias son los tnicos
plancton fotosintéticos con aerotopos, lo que hace posible la regulacion de la flotabilidad
y la resultante migracion vertical a través del agua. Aunque casi todos los tipos de
cianobacterias pueden producir aerotopos, generalmente aquellos que forman floraciones
en la superficie producen el mayor niimero de aerotopos. Cuando los aerotopos estan
presentes en gran ntimero en una célula, refractan la luz que atraviesa la célula, lo que
hace que se vean de color marron oscuro o incluso negro bajo un microscopio. [26]

2.2.2. Anatomia externa de las Cianobacterias

Las cianobacterias también presentan diferencias externas en su apariencia. El nivel
de organizacion de estas células varia desde células individuales simples y uniformes
hasta grupos o colonias bastante complejas de miltiples células con un grado limitado
de especializacion.

Las colonias de cianobacterias tienen dos formas o estructuras principales: filamen-
tosa y cocoide. En la forma de colonia filamentosa, las células estdn en cadenas lineales
llamadas filamentos. Por otro lado, las células en las colonias de forma cocoide suelen
ser redondas o ovaladas. Las células de cianobacterias varian en tamano, forma y com-
plejidad. La mayoria de las células son células vegetativas de paredes delgadas y son la
unidad estructural primaria tanto de colonias filamentosas como cocoides. [11]

Los cambios en la complejidad de las células de cianobacterias a menudo ocurren
en respuesta a condiciones ambientales desfavorables, como la deficiencia de nutrientes.
Los organismos y sus células pueden cambiar en respuesta a sus circunstancias. General-
mente son las células vegetativas las que se dividen y cambian a otros tipos de células.
Dependiendo de las cianobacterias y sus condiciones, las células vegetativas pueden for-
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mar generalmente uno de tres tipos de células especializadas: acinetos, células apicales o
heterocistos.

Heterocisto

\

Célula vegetativa

Figura 2.5. Imagen de microscopia realizada donde se ve una especie de cianobacteria (Doli-
chospermum crasum. UAM 502) que contiene heterocistos, acinetos y células vegetativas.

= Los acinetos son células de paredes gruesas que estan especialmente adaptadas a
la latencia. A menudo se producen en respuesta a la caida de las temperaturas o
condiciones de secado.

» Las células apicales son las células terminales en un filamento de cianobacterias.
A menudo se convierten en células reproductivas especializadas que se ven muy
diferentes de las otras células en un filamento.

= Los heterocistos son generalmente mas grandes que las células vegetativas y tie-
nen paredes dobles especialmente gruesas. Los heterocistos se forman en respuesta
a la deficiencia de nitrogeno. Aunque el nitrégeno elemental (Ny) constituye apro-
ximadamente el 79 % de la atmosfera de la Tierra, esta en una forma quimica que
la mayoria de los organismos no pueden usar. Los enlaces del nitrégeno molecu-
lar Ny son demasiado fuertes para que la mayoria de los organismos los rompan.
Las formas que pueden usar o reducidas de nitrogeno son compuestos como el
amonfaco (NHj). Los organismos pueden absorber y usar estas formas reducidas
para producir proteinas, acidos nucleicos y otros componentes estructurales. Esta
transformacién quimica del Ny en NHjs se lleva a cabo, en parte, por la enzima
nitrogenasa y una quimica muy compleja. Las cianobacterias forman nitrogenasa
solo en los heterocistos porque la enzima se destruye en presencia de oxigeno (Oy).
La construccion de paredes dobles y gruesas de los heterocistos es necesaria para
mantener el Oy alejado de la enzima nitrogenasa. [26]
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2.2.3. Crecimiento de las Cianobacterias

Hay diferencias importantes en cémo las cianobacterias crean su proxima generacion
de células en comparacion con las plantas y los animales. La distincion mas significativa
es que la replicacion de las células bacterianas esta completamente separada de cualquier
intercambio de material genético. Nunca se ha observado el proceso de reproduccion se-
xual en ninguna bacteria. Estas pasan por una simple division celular, también conocida
como fisién binaria. El producto final de la fision binaria son dos células hijas genética-
mente idénticas. La ventaja de esto es que puede ser muy rapido. Esta rapida duplicacion
contribuye a la formaciéon de floraciones.

Bajo condiciones ambientales adversas, las cianobacterias pueden producir estructu-
ras celulares que pueden permanecer latentes por periodos prolongados y luego “germi-
nar” en células vivas. Esto no es reproduccion en el sentido mas estricto, sino mas bien
un mecanismo de defensa para asegurar la continuacion del organismo a través de cir-
cunstancias amenazantes. La forma mas comun de célula en reposo, como vimos antes,
es un acineto. Los acinetos son células de paredes gruesas y latentes que se desarrollan a
partir de células vegetativas cuando se exponen a ambientes desfavorables. La conversion
de una célula vegetativa a un acineto elimina o reduce todas las funciones no esenciales
y aumenta las reservas de alimentos dentro de la célula, similar a una semilla. [26]

2.2.4. Especies de Cianobacterias empleadas

Figura 2.6. Imagenes al microscépio de las tres especies de cianobacterias con las que se
ha trabajado: a)Dolichospermum crasum (UAM 502). b)Microcystis aeruginosa (UAM 253).
c)Aphanizomenon sp. (UAM 588).
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Para este trabajo se han podido disponer de cultivos puros de tres especies diferentes
de cianobacterias:

= Dolichospermum crasum. UAM 502
» Microcystis aeruginosa. UAM 253

s Aphanizomenon sp. UAM 588

En la Figura 2.6 se muestran algunas imégenes de las especies realizadas al micros-
copio.

2.3. Interacciéon Luz-fitoplancton

Para acabar el Capitulo 2, repasaremos brevemente algunas de las interacciones y
procesos de la luz, ademaés del efecto de estos sobre el fitoplancton, para después poder
emplearlas en caracteristicas de mejora del fotobiorreactor. Asi, veremos que la luz no
solo es fundamental en el fotobiorreactor por la necesidad de proporcionar la energia
necesaria para la fotosintesis, sino que la luz también puede ser esencial para los distintos
sensores que monitorizaran el cultivo. En este trabajo se emplean sobretodo tres procesos
diferentes de interaccion de la luz con el fitoplancton: la densidad 6ptica, la fluorescencia
y la espectroscopia Raman.

2.3.1. Densidad Optica

El scattering o dispersion puede ser utilizada para medir la densidad 6ptica de un
medio mediante varias técnicas aprovechando cémo la luz interacttia con las particulas
en el medio. La densidad optica esta relacionada con la concentracion y las propiedades
de las particulas en el medio, que afectan a la cantidad y el angulo de dispersion de la

luz.
Luz ) S\A\:j\\:f\w
Luz incidente transmitida Luz incidente
VAVAVAVAVAVAV AL VW VAVAVAVAVAVAV A VW

e o®
;' @ | Luz
\ dispersada
— A\@\V —
Figura 2.7. Izquierda: Absorciéon de la luz. Derecha: Dispersion de la luz por particulas en
suspension.
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Cuando la luz atraviesa un medio que contiene particulas, estas dispersan la luz en
diferentes direcciones. La cantidad de luz dispersada depende de la densidad, tamano
y composicion de las particulas. De esta forma, la interaccién de la luz dentro de los
viales con microorganismos suspendidos seréa diferente a la de la luz que pasa a través de
soluciones concentradas (Figura 2.7). En lugar de ser absorbida, la luz es dispersada por
las células en suspension. Esta luz dispersada la mediremos como densidad 6ptica (DO).
A medida que aumenta la turbidez, se produce mas dispersion, lo que da como resultado
una lectura de DO mas alta. La longitud de onda de la luz utilizada puede afectar a la
medida, ya que diferentes particulas dispersan la luz de manera diferente dependiendo
de su tamano y la longitud de onda.

Hay dos técnicas que se basan en este concepto. Por un lado, esta la nefelometria.
Esta se basa en la mediciéon de radiacién dispersa con un detector que no se encuentra
en el camino directo del haz luminoso. Por otro lado, la turbidimetria se basa en la
mediciéon la pérdida de intensidad de la luz transmitida debido al efecto de dispersion
de las particulas suspendidas en ella. La elecciéon entre uno de ambos métodos reside en
la dispersion de luz, si es extensa, es apropiado aplicar la turbidimetria, en cambio, si es
minima es apropiada la nefelometria.

Como veremos en el caso de nuestro fotobiorreactor, debido a variables de fabricacion,
como las diferencias en la intensidad y sensibilidad del LED, las lecturas brutas de DO no
son comparables entre si. Por eso es necesaria una normalizaciéon. En este caso podemos
promediar una serie de lecturas iniciales para producir un valor de referencia y normalizar
las nuevas lecturas de DO:

altima DO
DO de referencia

= DO normalizada (2.1)

Podemos comparar con mayor precision el crecimiento del cultivo utilizando estas
proporciones. Por la forma en la que definimos la densidad 6ptica normalizada, podriamos
interpretarla como la cantidad multiplicativa por la que ha cambiado el cultivo. Entonces,
si la DO normalizada es 2, el cultivo ha duplicado su concentracioén inicial, es decir, ha
duplicado la poblacion desde que el volumen es fijo.

Si bien la normalizaciéon basica tiene en cuenta las diferencias de DO iniciales, no
considera la densidad 6ptica del medio en si. Para un célculo mas preciso de la tasa de
crecimiento, se puede medir la muestra en blanco, sin inocularla, y hacer un ajuste de
referencia (Ecuacion 2.2). El ajuste de referencia se recomienda para experimentos que
comienzan con lecturas de DO bajas. Ajustando la referencia podremos observar la DO
tinicamente del microorganismo de interés.

altima DO — DO en blanco
DO de referencia — DO en blanco

= DO normalizada y blanqueada. (2.2)

A partir de la densidad 6ptica normalizada en funcion del tiempo, se puede generar
una grafica de tasa de crecimiento implicita. La relacion entre la tasa de crecimiento, gr,
y la densidad 6ptica normalizada, nOD), es exponencial, y viene definida por la siguiente
ecuacion:
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nOD(#) = exp ( /0 t gr(s)ds) (2.3)

Podemos reescribir esta ecuacion en términos de la tasa de crecimiento como:

nOD'(t)

t) = ——— 2.4

()= "5 b (24)

que nos dice que la tasa de crecimiento es la tasa de cambio del tamano del cultivo,
normalizada por el tamano del cultivo. [27]

2.3.2. Fluorescencia

La fluorescencia es un fenémeno de emision de luz que ocurre cuando una sustancia
absorbe fotones de una longitud de onda especifica y luego emite fotones de una longitud
de onda mayor después de un breve intervalo de tiempo. A las moléculas que presentan
este tipo de fenémenos se les suele llamar fluoréforos.

Para entender mejor el proceso, podemos considerar lo que esté sucediendo a escala
subatémica con la fluorescencia. Si consideramos un electrén clave dentro del fluoréforo,
podemos ilustrar el estado de energia del electron mediante un diagrama de Jablonski
como el que se muestra en la Figura 2.8. En el diagrama, el estado de energia funda-
mental de denota por Sy, asi como los estados electronicos de mayor energia por Sy,
Sy, v asi sucesivamente. Con lineas més finas y denotadas por V,,, siendo n un niimero
entero, se representan los estados de energia vibracional dentro de los estados de energia
electronicos.

A S;
S,

WA A"

wWAAVAY

So

Figura 2.8. Diagrama de Jablonski. Linea morada: el electron pasa del estado fundamental a un
estado excitado. Linea roja: conversion interna. Linea azul: relajaciéon vibracional. Linea verde:
emision de fluorescencia al pasar de un estado electronico de mayor energia al fundamental.
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Cuando incide un fotén puede transferir energia al electron y este ascenderd a un
estado de energia superior, en la Figura 2.8 se representa con una flecha morada. El
electron solo absorbera fotones que tengan energias iguales a la diferencia de energia
entre el estado de energia actual y uno més alto.

Una vez absorbida la energia, el electron que esta en el estado excitado volveréd al
estado fundamental liberando la energia de varias maneras, las mas comunes son la rela-
jacion vibracional, la conversion interna y la fluorescencia. En la relajacion vibracional,
la energia desciende a través de estados vibratorios dentro del mismo estado electronico,
la caida de energia es pequena. La conversion interna es lo mismo pero el electron pasa
a un estado de energia electronica mas bajo. La conversion interna ocurre en estados de
energia mas altos puesto que las distancias entre niveles de energias son menores.

A través de relajaciones vibratorias y conversiones internas el electréon ira bajando
niveles de energia a los relativamente cercanos. Cuando el electron pasa de estos de nuevo
al estado fundamental Sy se emite un fotéon que observamos como fluorescencia. Asi es
como observamos que emite luz a una longitud de onda diferente a la de excitacion.

Fluorescencia en fitoplancton

La fluorescencia es realmente 1til para el fitoplancton, asi como para las FAN, puesto
que estos presentan fluoréforos, siendo asi autofluorescentes. Como veremos, hay varios
fluoréforos importantes en el analisis del fitoplancton. Los méas destacables son la clorifila-
a y la ficocianina. La ficocianina es un pigmento que se encuentra en los ficobilisomas
que se mencionaban en la Subseccion 2.2.1. En la Figura 2.9 se muestran los espectros de
absorcion y emision de estos compuestos. Como podemos observar, la clorofila destaca
por tener un pico de absorcion entorno a los 400 nm y el de emisiéon entorno a los 650 nm.
En cambio, la ficocianina tiene el pico de absorcién entorno a los 500 nm, y su emision
también se encuentra entrono a los 650 nm. Por lo tanto, la forma que tendriamos de
distinguir entre ellos seria a través de la excitacion a las diferentes longitudes de onda.

Clorofila-a en metanol Ficocianina en agua
15 T 1.2
Emision
Absorcion  Emision

1
)
B

1 ~N 08
= Absorcion '_;'
o =

g g 06
5 =

e 2 04
2
2

= 02

o]

4 250 350 450 550 650 750
200 K00 4co “€0 @0 00 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 2.9. Espectros de absorcion y emision de la clorofila-a y de la ficocianina [28].

De esta forma diferente grupos de fitoplancton contienen diferentes fluoréforos y en
diferente cantidad (Figura 2.10). Esto se puede utilizar para clasificarlos en diferentes
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grupos espectrales. Excitando a diferentes longitudes de onda y midiendo la fluorescencia
podriamos realizar barridos espectrales de forma que caractericen los distintos grupos.
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Figura 2.10. Clasificaciéon de diferentes grupos espectrales de fitoplancton por fluorescencia.
Se puede observar que cada uno de estos grupos tiene una curva espectral diferente con la que
se podria de terminar a que grupo pertenece el fitoplancton midiendo la fluorescencia [29]. Las
cianobacterias perteneceria al grupo Blue.

2.3.3. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es un método 6ptico no invasivo y sin necesidad de medios
de contraste exdgenos que se utiliza para evaluar la composicién quimica de las muestras.
La informacion detallada de la composicion se obtiene analizando los fotones que se han
dispersado inelasticamente a partir de las transiciones de nivel vibracional y rotacional
en los enlaces quimicos de la muestra. Ademas de su éxito en la quimica y en la fisica de
materiales, cada vez es méas comun verlo en aplicaciones biomédicas.

Efecto no lineal Raman

En 1928, Chandrasekhara Venkata Raman (1888-1970) observo que cuando una luz
monocromatica de longitud de onda A, incide sobre las moléculas, la luz dispersada
contiene longitudes de onda diferentes a las de la fuente de excitacion (Figura 2.11).
El componente mas fuerte tiene la misma longitud de onda que la luz incidente, pero
también se observan contribuciones méas débiles con longitudes de onda desplazadas. La
primera contribucién se denomina componente Rayleigh, mientras que las contribuciones
desplazadas se conocen como componentes de dispersiéon o scattering Raman, con las
frecuencias que se desplazan hacia el rojo llamadas componentes Stokes y las desplazadas
hacia el azul llamadas componentes anti-Stokes. Raman se dio cuenta rapidamente de que
las frecuencias de los desplazamientos correspondian a frecuencias caracteristicas de las
vibraciones moleculares, mas cominmente vibraciones de enlaces quimicos individuales o
grupos de enlaces quimicos vecinos, lo que se podria utilizar para identificar y caracterizar
moléculas. [30], [31]

Estas propiedades se pueden comprender mediante el uso de los diagramas de niveles
de energia que se muestran en la parte derecha de la Figura 2.11. La dispersion Raman
Stokes consiste en una transicion del estado fundamental al estado final mediante un
nivel intermedio virtual asociado a un estado excitado. En cambio, la dispersion Raman



19 | CAPITULO 2. Fundamentos tedricos

anti-Stokes implica una transicién de un estado molecular excitado al estado fundamental
con un nivel virtual intermedio [31]. Las lineas anti-Stokes suelen ser mucho més débiles
que las lineas Stokes. Segun las estadisticas de distribucion de Boltzmann, a temperatura
ambiente el estado fundamental de vibracion suele estar significativamente mas poblado
que los estados excitados de mayor vibracion. Como resultado, la intensidad del espectro
Stokes tiende a ser mucho mayor que la de anti-Stokes [32]. La tasa de intensidad anti-
Stokes frente a la de Stokes para una vibraciéon molecular dada se puede aproximar
por:

Lanti—stokes o—hvr/kpT (2.5)
]Stokes
donde hvg seria el cambio de energia correspondiente al modo vibracional, k5 la constante
de Boltzmann y T la temperatura.
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Figura 2.11. Principio basico de la espectroscopia Raman. Los diagramas Jablonski muestran
las diferentes transiciones de energia.

Instrumentaciéon general para Raman

En un sistema de espectroscopia Raman, se incide con una luz laser de excitacion
sobre la muestra. Esta es dispersada por ella y se recolecta para la deteccion. En la
espectroscopia Raman solo son interesantes los fotones que sufren un scattering inelastico.
Por lo tanto, los fotones restantes son eliminados por filtros 6pticos de paso alto o paso
banda que se disponen en el canal de deteccion. Al final, los fotones dispersos se separan
segun la longitud de onda con un espectréometro y se recogen con detectores adecuados
para adquirir un espectro Raman de alta resolucion. [32]

Procesado espectral

Como sabemos, la diferencia entre la frecuencia de la luz laser incidente y la de
la luz con desplazamiento Raman es igual a la frecuencia del enlace vibratorio que se
excito. Las moléculas de diferentes sustancias tienen bandas o picos Raman en frecuencias
especificas, que son exclusivas de los enlaces quimicos de estas sustancias en particular.
Por lo tanto, un espectro Raman seria como una especie de huella dactilar de biomoléculas
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especificas. Tradicionalmente, los desplazamientos Raman (Raman Shift) se registran con
unidades de cm™! que se obtiene como

Raman Shift [em™'] = 107 - ( ! ! > : (2.6)

/\laseT [nm] - )\Raman [nm]

Una vez obtenido el espectro, como es comun en técnicas espectroscopicas, suele ser
necesario hacer un procesado espectral para la correcta extraccion de datos y caracte-
risticas que interesan. Generalmente, el procesado principal que debe de hacerse a los
espectros Raman es la correccion de la fluorescencia con una linea base. Esta fluorescen-
cia, que por supuesto depende de la longitud de onda de excitacion empleada, aparece
como una senal no deseada en los espectros y puede enmascarar las bandas de las res-
puestas Raman del material. Aunque tengamos fluorescencia, si esta senal no esconde
totalmente la respuesta Raman del material, se puede corregir facilmente en el procesado
con la resta de una linea base, tal y como comentabamos. Para ello, es comiin recurrir
al calculo de un ajuste de minimos cuadrados de un polinomio.

Por otro lado, en ciertos casos puede ser interesante los suavizados en los espectros
Raman, como cuando se deben cuantificar relaciones de intensidades entre bandas o
localizar maximos para hacer distintos célculos. Asimismo, hay casos en los que también
es necesaria una normalizacion para comparar medidas debido a que la intensidad de las
bandas puede verse afectada por muchos factores externos.
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na vez aclarados algunos conceptos importantes pasamos a la parte mas practica
del trabajo. Analizaremos el funcionamiento del Pioreactor, veremos las mejoras
propuestas y, tras su diseno, las implementaremos en un nuevo fotobiorreactor.

3.1. Pioreactor

El pioreactor es un biorreactor de bajo coste que pertenece a un proyecto open source
que aboga por la tendencia a democratizar la biologia [33]. Pretenden hacer la biologia
més accesible para creadores, estudiantes y cientificos. Los creadores del Pioreactor quie-
ren que este dispositivo sea una plataforma que ofrezca oportunidades para la creatividad
en la microbiologia.

Un Pioreactor requiere de dos piezas principales: un microordenador Raspberry Pi
y el hardware personalizado de Pioreactor como el que se muestra en la Figura 3.1.
Este hardware es un HAT para Raspberry Pi, hardware que se conecta en la parte
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superior de esta. Los HAT no son mas que un tipo de médulo complementario que
amplia la funcionalidad de una Raspberry Pi para tareas especificas, en este caso para
las funcionalidades del Pioreactor.

Figura 3.1. HAT del Pioreactor.

La estructura y piezas del Pioreactor se realizan con impresion 3D. Con todo esto,
junto con un vial para el cultivo y unos componentes mas como leds, tendriamos el
Pioreactor practicamente listo, como se ve en la Figura 3.2.

D

T,

Figura 3.2. Pioreactor con un cultivo de cianobacterias en el vial.
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3.1.1. Caracteristicas y funcionamiento

A continuacién, veremos mas en detalle las caracteristicas y funcionamiento del pio-
reactor. El Pioreactor tiene un tamano completo de unos 9 x 6 x 12 cm. Con el vial que
se introduce como recipiente, el volumen total del biorreactor es de 20 ml, y el volumen
de trabajo de unos 15 ml. Como se resume en la Figura 3.3, podemos decir que los Pio-
reactores tienen tres sistemas principales: un agitador magnético, un termostato y un
sitema optico.

El agitador magnético no es mas que una barrita magnética de 15 mm que se introduce
en el vial y, a través de la parte inferior del vial mediante el control de un ventilador con
dos imanes, es capaz de proporcionar agitacion y mezcla. Las RPM varfan de 100 a 1000
RPM y se controlan mediante un lazo de retroalimentacion.

Debajo del vial, en contacto con él, tenemos calefaccion y sensores de temperatu-
ra integrados para estabilizar la temperatura del cultivo. Con esta podemos controlar
desde la temperatura ambiente hasta aproximadamente 20°C' més que la temperatura
ambiente. La calefaccién puede controlarse manual y automaticamente.

Con un sistema 6ptico de un led infrarrojo (IR) de unos 900 nm y dos fotodiodos, se
realiza la lectura de la densidad 6ptica, de forma equilavente a lo que hemos visto en la
Subseccion 2.3.1 usando dispersiéon o trasmision de luz infrarroja. Los sensores pueden
orientarse para registrar la dispersion a sensibilidades diferentes. Con esto se registra el
estado del cultivo cada cinco segundos.

Ademas, esta la posibilidad de anadir leds blancos de 5 mm de hasta 100 mA, con-
virtiendo el pioreactor en fotobiorreactor para cultivar microorganismos fotosintéticos.
Como sabemos, los microorganismos como las cianobacterias necesitan ciclos de dia/-
noche para su desarrollo. A través de estos leds podemos controlar adecuadamente este
fotoperiodo.

Agitador magnetico Termostato Sistema Optico

PD2

S

2

Figura 3.3. El Piorreactor tiene tres sistemas principales: un agitador magnético, un termostato
y un sistema o6ptico.
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Todo esto se integra en una interfaz web para controlar el piorreactor. Usando las
métricas que hemos visto en la Subseccion 2.3.1, el Pioreactor calcula la tasa de creci-
miento en tiempo real del cultivo después de cada mediciéon de densidad optica. Casi
todos los datos y cambios del sistema se registran en una base de datos SQL integrada
y son facilmente exportables al formato CSV desde la interfaz.

Por tltimo, se le puede anadir bombas peristalticas, que se controlan por PWM!
y permiten una dosificaciéon y extracciéon de medio controlada y medida. Para ello, hay
tapas de viales con cuatro entradas/salidas que pueden usarse para dosificacion, muestreo
y flujo de aire, cada una con un conector macho tipo luer lock.

3.1.2. Posibles mejoras

Para realizar las mejoras debemos tener en mente que nuestro propésito es el estudio
del fitoplancton a través de la monitorizacién del crecimiento de cultivos. Segin estas
necesidades se ha pensado en varias mejoras que podemos realizar.

En primer lugar, para el fitoplancton es necesario anadir los led que produzcan el
fotoperiodo adecuado. Los led de 5 mm que ofrece el Pioreactor parecen ser bastan-
tes débiles para la intensidad de la luz que recomiendan. Por ejemplo, para la especie
Microcystis aeruginosa entre 70 y 130 uM m~2 s=! fotones. Aunque es cierto que esto
depende totalmente de la biomasa, por lo que en nuestro caso seria suficiente con valores
bastante menores.

Por otro lado, hemos visto que la fluorescencia es un importante detector y clasificador
de fitoplancton, por lo que podria ser de gran interés en la monitorizacion del cultivo.
Aunque en este trabajo solo se ha trabajado con cianobacterias porque no se ha podido
disponer de cultivos de fitoplancton de otros grupos espectrales, se propone implementar
un medidor de fluorescencia de fitoplancton a través de la excitacion con leds de diferentes
longitudes de onda.

Por ultimo, por la interesante informaciéon molecular que facilita la espectroscopia
Raman, puede ser de gran utilidad para la identificacion o clasificacion de fitoplancton en
cultivos que no sean puros. Por eso, anadiremos una pequena modificacién al Pioreactor
para poder realizar medidas Raman en el cultivo.

Por supuesto, las posibles mejoras que se pueden realizar son muchisimas mas, pero
por la extension del trabajo nos centraremos tnicamente en estas tres, dejando el resto
para lineas futuras (Seccion 5.2).

'En total, el HAT tiene cuatro salidas PWM para alimentar cargas externas de entre 5 V y 18 V.
La primera salida se usa para el control del motor para la agitacion magnetica y las deméas se pueden
emplear para las bombas peristélticas u otros dispositivos.
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3.2. Mejora de iluminacién para fotoperiodo

Con el objetivo de mejorar la iluminacion para el fotoperiodo, se decide sustituir los
dos led blancos de 5 mm por unos leds blancos de alta potencia. En concreto, se emplean
los led de alta potencia L2-PGC2-S de Bivar Inc. de 350 mA [34], que son los que se

muestran en la Figura 3.4.

Figura 3.4. Led blanco de alta potencia L2-PGC2-S de Bivar Inc. empleados para la mejora
de la iluminacion del fotoperiodo [34].

Para controlar estos leds con el pioreactor se utiliza el mismo canal en los que se
conectaban los de 5 mm, con la gran diferencia de que a los led de alta potencia los
necesitaremos alimentar con una fuente externa. Para esto se disena el circuito electrénico
que se muestra en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Esquematico del circuito diseiado para la mejora de iluminaciéon de foto-periodos.
R3 vy Ry son las resistencias de polarizacion del los led, se emplean resistencias de 24).

Los componentes principales de este circuito son el TC4427 y el LTV-817. El primero
es un controlador de puerta de MOSFET. Este se utiliza para manejar cargas de alta
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potencia con senales de baja potencia. Los pines INB y OUTB corresponden a la entrada
y salida del canal B, mientras que los pines INA y OUTA corresponden a la entrada y
salida del canal A. El pin VDD se conecta a la fuente de alimentacion de +5V y GND
se conecta a tierra.

Respecto al LTV-817, este es un optoacoplador. Se utiliza para aislar eléctricamente
diferentes partes del circuito. Tiene el anodo y catodo en el lado del led, y colector y
emisor en el lado del transistor. El anodo y el catodo se conectan al canal del pioreactor
que puede controlar el fotoperiodo. El emisor se conecta a tierra y el colector se alimenta
con 5 V a través de una resistencia de 1 K. Asi, el LTV-817 proporciona aislamiento
eléctrico entre el Pioreactor y el resto del circuito, de forma que la senal del Pioreactor
activa el LED del optoacoplador, que a su vez activa el transistor para permitir el paso
de corriente en la otra parte del circuito.

Ademés de esto, se cambia la posiciéon de iluminacion de los led. Mientras que antes
se introducian los led de 5 mm en ese anillo del sistema 6ptico, ahora se disponen en
angulo iluminando desde la parte superior del vial. Esto es tanto por el espacio que
ocupan los leds como para simular las condiciones naturales de incidencia de la luz desde
la superficie. En la Figura 3.6 se muestra la mejora realizada.

Figura 3.6. Mejora de iluminacién para foto-periodo realizada. Izquierda: fotobiorreactor con
los leds de 5 mm sin modificar. Derecha: fotobiorreactor en el que se han implementado los led
de alta potencia.
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3.3. Implementacion de Fluorescencia

A continuacion, se describe el proceso de diseno e implementacién del médulo de
fluorescencia. Este proceso se divide en varias partes. En primer lugar, se realizan medidas
de fluorescencia con un equipo confocal de fluorescencia. Después, se disefia un sistema
de excitacion con leds de diferente longitud de onda y, por ultimo, se disena un sensor
que mida la senal de fluorescencia con un fotodiodo.

3.3.1. Fluorescencia de las cianobacterias en equipo confocal

Para caracterizar la fluorescencia de nuestras muestras de cianobacterias se ha em-
pleado un microscopio confocal de fluorescecia NIKON A1R (Figura 3.7). Este es un
microscopio invertido que puede emplear cuatro lineas laser (405 nm, 488 nm, 561 nm y
640 nm) para la excitacion de las muestras y recoger la sefial de estas con cuatro tubos
fotomultiplicadores (PMT). De las cuatro lineas laser se han podido usar tres: 405 nm,
488 nm y 561 nm.

Figura 3.7. Microscopio confocal de fluorescecia NIKON A1R.

En la Figura 3.8 se muestran algunas imagenes de fluorescencia obtenidas de las dife-
rentes especies de cianobacterias. Se han procesado con ImageJ de forma que muestren
los tres canales de fluorescencia juntos, cada uno de los canales en un color distinto.

El equipo, ademés, permite hacer barridos espectrales con los que podemos ver la
emision de fluorescencia al excitarlo con las longitudes de onda de las lineas laser del
equipo. En la Figura 3.9 se muestran estos barridos espectrales para dos de las especies.
Observando este tipo de imégenes, podemos ver a qué longitudes de onda se excitan,
a qué longitud de onda emiten, y lo que es mejor, la procedencia de estas senales de
fluorescencia.

Si representamos las intensidades promedio de las imégenes del barrido, obtenemos
los espectros que se muestran en la Figura 3.10. A partir de estas, podemos intuir que
al excitarlas con 405 nm fluorece la clorofila-a puesto que la banda esta centrada en
torno los 670 nm. En cambio, al excitarlas con 561 nm, la emisiéon parece ser de la
ficocianina, ya que la banda se desplaza en torno a los 650 nm. Asi, es bastante ilustrativo
que las cianobacterias muestran una localizacion espacial diferente para la clorofila y la
ficocianina, asociadas a organulos distintos.
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(a) UAM 502 (b) UAM 588 (c) UAM 253

Dolichospermum crasum. Aphanizomenon sp. Microcystis aeruginosa.

Figura 3.8. Imégenes de fluorescencia de las diferentes especies de cianobacterias. Cada imagen
muestra conjuntamente la emision de fluorescencia por la excitacién de las lineas 405 nm, 488
nm y 561 nm.

UAM 502 UAM 588

488 nm 405Anm

561 nm

Figura 3.9. Barridos espectrales. Por columnas se muestran dos de las especies y por filas la
linea laser de excitacion empleada.
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405 nm 488 nm 561 nm

UAM 502

UAM 588

Figura 3.10. Espectros de intensidad obtenidos a partir de las imagenes del barrido espectral
realizado.

3.3.2. Mobdulo de multi-excitacion de fluorescencia

Para la implementaciéon de la fluorescencia en el fotobiorreactor necesitaremos al
menos dos sistemas importantes: una fuente de luz que excite la muestra y un sensor
que recolecte la fluorescencia. En el caso del sistema de excitacion se disena un modulo
que contiene un total de seis leds de alta potencia y de diferentes longitudes de onda. En
concreto se montan los seis leds que se muestran el la Tabla 3.1.

Longitud de onda Led
655 nm LST1-01F06-PRD1-00 New Energy
610-620 nm XPERDO-L1-0000-00A01-SB01 New Energy
595 nm XPEBPA-L1-0000-00D01-SB01 New Energy
527 nm LST1-01G01-GRN1-00 New Energy
450 nm LST1-01G01-RYL1-00 New Energy
405 nm LST1-01G01-UV04-00 New Energy

Tabla 3.1. Leds utilizados.

En la figura Figura 3.11 se representan los espectros medidos de estos leds. Es des-
tacable el espectro de emision del led 595 nm por su gran anchura. Como veremos més
adelante, esto puede suponer un problema para la excitacion de fluorescencia.
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Figura 3.11. Espectros de los leds normalizados.

El médulo de leds se decide controlar con un Arduino Nano 33 BLE y se realiza el
diseno del circuito que se muestra en la Figura 3.12. De nuevo, se emplea un TC4427
para el control de los led. Las entradas INA e INB se conectan a los pines digitales del

arduino para manejarlos por PWM. De esta forma se podra controlar la intensidad de
los mismos.

N +5V

hr'd
<
v

Arduino nano TC4427 [
33 BLE
- NC NCp—
~D2 INA OUTA

h GND VDD
INB OUTB

~D3

p\ "4
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=

Figura 3.12. Esquemético del circuito diseiado para el modulo de excitacion de fluorescencia.
R3 v Ry son las resistencias de polarizaciéon del led correspondiente.
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Debido al pequeno tamano del fotobiorreactor, no hay demasiado espacio para in-
tegrar todos los leds. Por este motivo, para la implementacion de este modulo en el
fotobioreactor se decide usar fibras opticas de plastico de 1.5 mm. Para el acoplamiento

de la luz del led a la fibra y para mayor comodidad, se disenan las piezas que se muestran
en la Figura 3.13.

Figura 3.13. Pieza disenada para el acoplamiento de la luz de los leds a la fibra.

Estas piezas forman una caja en la que se pueden encajar hasta un méximo de
seis leds. La tapa superior tiene aberturas finas para introducir las fibras y que queden
correctamente acopladas a los led. La estructura de tres piezas de la caja da la posibilidad
de poner y quitar los leds deseados de forma muy sencilla. La Figura 3.14 muestra la
pieza impresa en 3D con los seis leds y las fibras 6pticas colocadas.

I'*'/ / -"// /

Figura 3.14. Modulo para la excitacion de fluorescencia basado en leds de alta potencia con
diferentes longitudes de onda.
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3.3.3. Sensor de fluorescencia con fotodiodo

Como deciamos, para la implementacion de
la fluorescencia también necesitamos un sensor
que la recolecte. Con ese fin se decide utilizar

un fotodiodo. Este es un dispositivo semicon- Ny
\‘\
ductor que es capaz de convertir la luz en una ~Z
. . . . (40
corriente eléctrica. Funciona en base al efecto €

fotoeléctrico, donde los fotones que inciden en

el material semiconductor liberan electrones,

generando asi una corriente. El fotodiodo del Figura 3.15. Fotodiodo FDS100 emplea-
que disponemos es el FDS100 de Thorlabs [35] do [35].

que se muestra en la Figura 3.15.

Un parametro muy importante de los fotodiodos es la reponsividad. La responsividad
de un fotodiodo es una medida de su sensibilidad a la luz. Se define como la relaciéon entre
la corriente generada por el fotodiodo o fotocorriente, Ip, y la potencia 6ptica incidente
sobre él, P, como se expresa en la Ecuacion 3.1. Todo esto a una longitud de onda dada,
pues la responsividad depende de esta. Por lo tanto, podemos ver la responsividad como
una medida de la eficacia de la conversion de la energia de la luz en corriente eléctrica.

I
Ry = FP (3.1)
En la Figura 3.16 se muestra la responsibidad en funcién de la longitud de onda del
fotodiodo FDS100. Vemos que la responsividad es cercana a 0 para longitudes de onda
entorno a los 350 nm y, a medida que la longitud de onda aumenta, la responsividad
alcanza un méaximo en torno a los 1000 nm.
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Figura 3.16. Responsividad del Fotodiodo FDS100 [35].

Para poder realizar la lectura de fluorescencia con un fotodiodo es necesario usar un
filtro. Como vimos en la Subseccion 2.3.2, la fluorescencia emite luz en una longitud de
onda especifica diferente a la luz de excitacion. El filtro se utiliza para bloquear la luz
de excitacion y permitir que solo la luz fluorescente, la emitida por la muestra, pase al
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fotodiodo. Esto asegura que el fotodiodo detecte tinicamente la senal de fluorescencia y
no la luz de excitacion.

En el caso de las cianobacterias, el fluor6foro principal es la ficocianina de los ficobi-
lisomas. En otras especies de fitoplancton el fluoroféro principal es la clorofila. Ya vimos
en la Figura 2.9 que tanto la ficocianina como la clorofila tienen el pico de emision de
fluorescencia en torno a los 650 nm. Asi se suele medir la del fitoplancton, en torno a
los 700nm. El filtro de emision que se ha empleado es el FGL695 de Thorlabs [36], cuyo
espectro de transmision se muestra en la Figura 3.17. Se trata de un filtro de paso largo
que deja pasar la longitudes de onda superiores a los 695 nm. Por consiguiente, si nos
fijamos en la caracterizacion de los leds mostrada previamente (Figura 3.11), el led de
595 nm tiene un espectro muy ancho por el cual una parte pasaria a través de este filtro.
En este caso, con este filtro no seria posible realizar medidas de fluorescencia con el led
de 595 nm.
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Figura 3.17. Espectro de transmision del filtro FGL695 de Thorlabs [36].

Sabiendo esto, se disefia un circuito sencillo para la lectura de la fluorescencia que se
muestra en la Figura 3.18. Los componenetes principales del circuito son: el fotodiodo que
convierte la luz en una senal eléctrica, un amplificador operacional MCP6041 utilizado
para amplificar la senal del fotodiodo, el modulo de conversion analdgico-digital (ADC)
de 16 bits con un ADS1115 que convierte la senal analogica amplificada en una senal
digital y, por ultimo, el microcontrolador Arduino Nano 33 BLE.

Cuando la luz incide sobre el fotodiodo, genera una corriente que es proporcional a la
intensidad de la luz. E1 MCP6041 se configura como un amplificador de transimpedancia.
Este amplificador convierte la corriente del fotodiodo en un voltaje. El voltaje de salida
se calcula multiplicando la corriente de entrada, Ip, del fotodiodo con la resistencia de
retroalimentacion, Ry. La senal de voltaje del amplificador operacional se envia a uno
de los canales de entrada del ADS1115, que convierte este voltaje analogico en una senal
digital que puede ser leida por el Arduino Nano 33 BLE. Este microcontrolador recibe
la senial digital del ADS1115 a través de la interfaz 12C.
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Figura 3.18. Esquemético del circuito diseiado para el sensor de fluorescencia.

También tenemos los componentes pasivos Ry y C;. Como decfamos, la primera es una
resistencia de retroalimentaciéon configurada en el circuito del amplificador de transim-
pedancia para determinar la ganancia del amplificador. El segundo es un condensador
para filtrar ruidos y estabilizar la senal.

Por lo tanto, de forma sencilla podriamos decir que cuando la luz incide en el fotodiodo
genera una corriente, que es amplificada y convertida en un voltaje por el MCP6041. Este
voltaje es entonces digitalizado por el ADS1115 y leido por el Arduino Nano en el que
podemos procesar la informacion, obteniendo un valor proporcional a la senal 6ptica
detectada.

3.4. Monitorizaciéon con Espectroscopia Raman

Como se introdujo en la Subseccion 2.3.3, la espectroscopia Raman es una herra-
mienta de analisis espectral que puede ser realmente 1til en este contexto, puesto que es
una técnica rapida con posibilidad de realizar medidas in situ. En el fotobiorreactor, su
aplicacion podria ser muy conveniente para monitorizar el estado del cultivo en tiempo
real.

Se dispone de un equipo Raman confocal XperRAM C de Nanobase Inc, [37] equipado
con un laser de 532 nm y objetivos de 20X y 40X (Figura 3.19). Ademaés, este equipo es
capaz de realizar mapas 2D de areas de hasta 600 x 400 um con el objetivo 20X y 200
x 200 pm con el objetivo 40X.
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Figura 3.19. Equipo Raman confocal XperRAM C de Nanobase Inc.

Aprovechando las bombas peristalticas del Pioreactor, se acoplan mediante tubos
de microfluidica a un portaobjetos con un canal. Al colocar este portaobjetos bajo el
objetivo y hacer pasar el medio a través de él con la ayuda de las bombas peristalticas,
podemos realizar mediciones Raman sin necesidad de abrir el vial, reduciendo asi los
riesgos de contaminacion. Este montaje se muestra en la Figura 3.20.

Para obtener los espectros Raman, se tomaron mediciones de cada uno de los cultivos
puros de las tres especies, utilizando tiempos de exposiciéon entre 300 ms y 1 s y potencias
de laser cercanas a 2 mW. Se emplearon tiempos de exposiciéon inferiores a 1 segundo
debido a que el objetivo final de la implementacion de la espectroscopia Raman en
el fotobiorreactor es realizar medidas en flujo continuo. No obstante, las mediciones
presentadas en este trabajo fueron tomadas sobre muestras estaticas, es decir, sin aplicar
flujo continuo, para caracterizar adecuadamente cada una de las especies por separado.
Se obtuvieron mapas Raman 2D, filtrando los espectros de cianobacterias de los del
medio y los més ruidosos mediante una umbralizaciéon basada en la relaciéon senal-ruido.

En la Figura 3.21 se presentan los espectros Raman promedio y sus desviaciones
estandar para cada una de las tres especies de cianobacterias estudiadas: UAM 502,
UAM 588 y UAM 253. La Figura 3.22 muestran los mismos espectros superpuestos y
el promedio de todas las mediciones realizadas, sin distinguir por especies, junto con la
localizacion de los picos Raman mas significativos.
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Figura 3.20. Portamuestras con canal de microfluidica conectado a las bombas peristéalticas
del bioreactor e integrado en el equipo de espectroscopia Raman.
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Figura 3.21. Espectros Raman promedio y desviaciones estandar de las tres especies de cia-
nobacterias estudiadas, Izquierda: UAM 502, Medio: UAM 588 y Derecha: UAM 253.
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Figura 3.22. Izquierda: Espectro Raman promedio de las tres especies de cianobacterias estu-
diadas junto con sus desviaciones estandar. Derecha: Espectro promedio de todos los espectros
de cianobacterias medidos junto con su desviacién estandar y la posicion de los picos Raman
més significativos.
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En la Tabla 3.2 se recoge la asignacion de los picos Raman senalados en la Figura 3.22,
indicando los desplazamientos Raman y sus correspondientes vibraciones moleculares
segun la bibliografia consultada.

Raman shift (cm™')  Asignacion

958 v(C-C) y v(=CH)
1002 v(C-CHy)

1155 v(C-C)

1191 v(C-H)

1285 §(CHy)

1448 §(CH,)

1520 v(C=C)

Tabla 3.2. Asignacién tentativa de los picos Raman observados en las muestras de cianobac-
terias estudiadas [38] [39]. v: estiramiento, ¢: deformacion.

Como se puede observar en las Figura 3.21 y Figura 3.22, destacan cuatro bandas
principales situadas en torno a 960, 1002, 1155 y 1520 cm™!, todas ellas asociadas a
pigmentos carotenoides [40]. Ademés, una banda Raman caracteristica cerca de 1445
cm~! indica tipicamente la presencia de proteinas y lipidos, sugiriendo la existencia de
grasas saturadas e insaturadas [38]. La region central del espectro (1100 - 1450 cm™!)
contiene bandas anchas que probablemente incluyen una variedad de biomoléculas como
lipidos, proteinas y carbohidratos. Estas bandas son dificiles de analizar debido a la
superposicion de picos con perfiles amplios y bajas intensidades, que pueden perderse o
distorsionarse facilmente durante el preprocesado [38].

3.5. Rediseno del Fotobiorreactor

A fin de integrar todos los sistemas, se realiza un redisenio del fotobioreactor para
imprimirlo en 3D. Los leds blancos de alta potencia para el fotoperiodo se disponen en
la parte superior. La excitacion para la fluorescencia de los leds se guia por fibra 6ptica
hasta unos orificios laterales. A 90° de estas fibras se coloca el fotodiodo y en la ranura
de delante de este el filtro. Respecto a lectura de densidad 6ptica, se han dispuesto los
orificios para el led IR y los fotodiodos de forma equivalente al disefio original.

En las Figuras 3.23 y 3.24 se muestran las piezas disenadas. Finalmente, en la Figu-
ra 3.25 se muestra el fotobiorreactor ensamblado.
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Figura 3.25. Fotobiorreactor ensamblado tras la implementacién de las mejoras.
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En cuanto al control de los sistemas, los leds de alta potencia para el fotoperiodo ya
estan integrados en el pioreactor y los controlamos a través de la interfaz. En cambio,
el fluorimetro se ha realizado como primera aproximaciéon en Arduino y no se ha inte-
grado en el propio sistema del Pioreactor. Aun asi, se ha realizado un sencillo script de
Python con el que se pueden realizar las medidas de manera sencilla. Este hace que los
diferentes leds para la excitacién vayan encendiéndose el tiempo que se desee mientras
el fotodetector mide y guarda las lecturas en un archivo de texto. La integracion de esto
en la interfaz de usuario del Pioreactor queda para una linea futura.
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E n este capitulo se hace un analisis general sobre el funcionamiento del fotobiorreactor
y se explican los problemas mas importantes que han surgido.

4.1. Cultivos de cianobacterias

A fin de comprobar el funcionamiento del fotobiorreactor, se han realizando varios
cultivos de las especies de cianobacterias que menciondbamos en la Subseccion 2.2.4.
Para realizar estos cultivos es necesario el medio con nutrientes adecuados. Los medios
de cultivo utilizados para las cianobacterias son BG-11 y BG-110. Estos medios estan
optimizados para el crecimiento y mantenimiento de cianobacterias. La diferencia entre
ambos radica en que el BG-110 es un medio carente de nitrogeno. En el caso de las
Microcystis es totalmente necesario emplear el medio con nitrogeno, pues estas no tienen
capacidad de crear heterocistos y, por ende, no pueden fijar nitrégeno atmosférico. En
cambio, las otras dos especies filamentosas si que generar heterocistos, y por lo tanto es
mas adecuado utilizar el medio sin nitratos (BG-110), con el beneficio de poder disminuir
el riesgo de crecimiento de otras algas.

Tras la realizacion de varios cultivos se detecta un gran problema que no ha permitido
hacer crecer correctamente las cianobacterias. La falta de condiciones estériles ha jugado
una mala pasada, contaminando los cultivos que se han realizado. Principalmente, debido
a que no se dispone de equipos para la correcta esterilizacion de todos los materiales y a
que no se ha podido trabajar en un entorno estéril. En la Figura 4.1 podemos apreciar
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uno de estos cultivos contaminados. Como se puede observar, el medio se ha hecho
méas denso debido al crecimiento de otros microorganismos y no por el crecimiento de
cianobacterias, caso en el que verfamos un color mas verdoso.

Figura 4.1. Vial antes y después de dos dias en el fotobiorreactor. Izquierda: Vial recién
inoculado con UAM 253, se aprecia la ligera suspension verde de las cianobacterias. Derecha:
Mismo vial tras dos dias en el fotobiorrector. Como se aprecia, estd contaminado por otros
organismos.

A pesar de no haber tenido resultados satisfactorios en el cultivo de las cianobacte-
rias, podemos intentar ver como el fotobiorreactor se desenvuelve realizando las lecturas
mientras los organismos contaminantes crecen. En la Figura 4.2, Figura 4.3, Figura 4.4 y
Figura 4.5, se representan graficamente en funciéon del tiempo la DO, la DO normalizada,
la tasa de crecimiento y la temperatura respectivamente.

En general, las gréaficas relacionadas con el crecimiento se pueden interpretar en cuatro
fases. Primero, tenemos la fase de latencia en la que no se observa crecimiento, pero
si alta actividad celular. En esta etapa, las células se encuentran en un ambiente rico en
nutrientes y se preparan para crecer mediante la sintesis de proteinas y otras moléculas
necesarias. Tras esta, llega la fase de crecimiento exponencial. Aqui las células se
dividen y duplican en nimero después de cada generacion. Finalmente, el crecimiento
de las células alcanza una fase estacionaria a medida que los nutrientes se agotan
y se acumulan los productos de desecho. Mientras se van agotando los nutrientes, el
crecimiento celular se ralentiza mientras que aumenta la muerte celular, a lo que se le
suele llama la fase de muerte celular. [41]

En la graficas obtenidas del fotobiorreactor se ha intentado identificar de una forma
aproximada estas fases. Se puede apreciar bastante bien que la fase exponencial ocurre
cuando la tasa de crecimiento es alta o creciente. Cuando el cultivo alcanza la fase
estacionaria, la tasa de crecimiento cae a 0 y la turbidez es constante, puesto que el
cultivo ya no crece en tamano.
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Figura 4.2. Lectura de densidad 6ptica del fotobiorreactor. Se representan de manera aproxi-
mada las fases de latencia, exponencial y estacionaria.
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Figura 4.3. Densidad 6ptica normalizada del fotobiorreactor. Se representan de manera apro-
ximada las fases de latencia, exponencial y estacionaria.
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Figura 4.4. Tasa de crecimiento obtenida a partir de las lecturas de densidad oOptica. Se
representan de manera aproximada las fases de latencia, exponencial y estacionaria.

Respecto a la temperatura, este cultivo en concreto se puso a 25°C. En la Figura 4.5
podemos ver como la placa calefactora se enciende cuando desciende la temperatura y
se apaga cuando la supera, generando esos picos de maximos y minimos. Si se realiza la
media de las lecturas de temperatura, efectivamente, esta queda en torno a los 25°C.
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Figura 4.5. Lectura de la temperatura del fotobiorreactor.
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4.2. Fluorescencia

Respecto a la lectura de la fluorescencia en fitoplancton, se introducen viales de cia-
nobacterias para comprobar su funcionamiento. Mediante el script de Phyton se realizan
las medidas con las longitudes de onda de los led de 655, 620, 527, 450 y 405 nm. La
lectura del fotodiodo se representa en la Figura 4.6. Podemos ver que solo se obtiene
respuesta de fluorescencia al excitar con las longitudes de onda maéas rojas, es decir, a
620 nm y a 655 nm. Teniendo en cuenta que el fluoréforo principal de las cianobacte-
rias es la ficocianina y que esta tiene una absorciéon entorno a estas longitudes de onda
(Figura 2.9), el resultado es consistente.
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Figura 4.6. Lectura de la fluorescencia de cianobacterias medida por el fotodiodo.

Para comprobar este comportamiento se decide poner el espectrometro Qmini AFBR-
S20M2WU de Broadcom [42] a través de una fibra optica en el lugar del fotodiodo. Se
miden los espectros para las mismas longitudes de onda y, efectivamente, tal y como
veiamos con el fotodiodo, la fluorescencia aparece al excitar la muestra a 655 y 620 nm
(Figura 4.7). A las demaés longitudes de onda de excitaciéon no se observa nada.
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Figura 4.7. Espectros de fluorescencia medidos con el espectréometro.

Aunque estos resultados preliminares son consistentes, también se han observado
algunos problemas. La excitacion a través de las fibras de plastico quizas no es lo su-
ficientemente potente debido a pérdidas. Ademés, las fibras de plastico también tienen
fluorescencia y podrian afectar de alguna manera a las medidas.

Estos problemas que han ido surgiendo son realmente ttiles para continuar por el
camino correcto. Quizas, el fotobiorreactor disenado en su forma actual no alcance ple-
namente las caracteristicas deseadas. Tiene ciertas limitaciones y areas de mejora que es
necesario abordar para continuar optimizando su funcionamiento. No obstante, propor-
ciona informacién 1til que nos ayuda a continuar mejorandolo.
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n este ultimo capitulo se resumen de manera breve las principales ideas y conclusio-
E nes que se extraen del trabajo realizado. Ademas, se exponen algunas de las posibles
lineas futuras que se podrian seguir para continuar con el desarrollo de las mejoras de
estos fotobiorreactores de bajo coste.

5.1. Conclusiones

Debido a la contaminaciéon ambiental y al cambio climatico, las FAN estan aumen-
tando tanto en frecuencia como en intensidad, suponiendo un gran problema en los
ecosistemas, lo que a su vez produce impactos negativos en la pesca, acuicultura, salud
humana y en la economia. Las FAN se producen con poca antelacion, por lo que es de
gran importancia el desarrollo de herramientas de deteccion y prediccion tempranas, asi
como una monitorizacién continua.

De tal manera, los fotobiorreactores pueden ser interesantes en el estudio de estas
floraciones de algas nocivas, facilitando el monitoreo y anélisis del crecimiento del fi-
toplancton. Es por eso que el objetivo principal del trabajo ha sido la mejora de un
fotobiorreactor de bajo coste para la monitorizacion del crecimiento del fitoplancton.

Para ello, primero se han estudiado las caracteristicas biologicas del fitoplancton,
entendiendo asi que tienen autofluorescencia gracias a fluoréforos como la clorofila o la
ficobilina. Resulta que esta fluorescencia es de gran interés tanto para la deteccion como
para la identificacién de diferentes grupos de fitoplancton.
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Visto esto, se ha propuesto la implementacion de tres mejoras al Piorreactor, el
fotobiorreactor de bajo coste del que partimos. Los cambios realizados consisten en la
mejora de la iluminacién para el fotoperiodo, la implementaciéon de un modulo para
medir fluorescencia con excitaciones a diferentes longitudes de onda mediante leds y la
posibilidad de realizar medidas de espectrocopia Raman.

Tras el diseno y desarrollo de de las mejoras, se han intentado realizar cultivos de
cianobacterias. Desgraciadamente, los cultivos no han salido adelante debido a la conta-
minaciéon. El hecho de no disponer de herramientas de esterilizacion y no poder trabajar
en ambientes estériles ha causado la continua contaminacién de los cultivos con los que
no hemos podido observar correctamente el crecimiento de las cianobacterias.

Aun asi, las medidas preliminares de fluorescencia realizadas sobre las cianobacterias
corresponden correctamente a la excitacion de la ficocianina que contienen. No obstante,
los resultados obtenidos no han sido los mejores, atin queda un gran margen de mejora.
En primer lugar, porque la fluorescencia emitida por el fitoplancton es bastante débil
y, por lo tanto, es necesaria una sensibilidad mayor si se quiere monitorizar el cultivo a
concentraciones bajas. El acoplamiento de luz para la excitaciéon mediante la fibra dptica
de plastico no ha dado los mejores resultados, ademés este tipo de fibras de pléstico
tienen fluorescencia lo que quizd no sea lo mas adecuado para usarlas en medidas de
fluorescencia.

Respecto, a la espectroscopia Raman los resultados arrojan espectros interesantes con
bandas asociadas a pigmentos carotenoides. Asi podria ser una interesante técnica para
la monitorizacion del fitoplancton siendo una técnica rapida con posibilidad de hacer
medidas in situ.

Finalmente, destacar que este trabajo pone en valor la multidisciplinariedad. Se pone
de manifiesto la necesidad de la colaboraciéon entre diversas éreas, como la biologia y la
ingenieria, demostrando que la tecnologia fotonica ofrece soluciones diversas y efectivas.
Este proyecto, ha sido un esfuerzo profundamente multidisciplinar que ha permitido
aprender no solo sobre electrénica y fotonica, sino también sobre biologia.

A través de la mejora de un fotobiorreactor de bajo coste, este trabajo a tratado
de sumergirse en la problemética de las FAN, investigando sobre el tema e intentando
incentivar el desarrollo de nuevos dispositivos para la monitorizacion del fitoplancton.
El trabajo no tiene la intencion de facilitar un dispositivo 6ptimo para estos fines, sino
mas bien trasmitir ideas que fomenten el desarrollo de instrumentos que se ajusten a los
propositos de la investigacion particular, abriendo asi, un abanico de posibilidades.

5.2. Lineas futuras

A través del desarrollo realizado, se han identificado varias areas que podrian bene-
ficiarse de un estudio y desarrollo adicionales.

Se han encontrado limitaciones en la medida de fluorescencia por la baja emision de
los cultivos de fitoplancton, lo que sugiere la necesidad de una investigacion mas profunda
para mejorar la excitacion o coleccion del sistema. Ademaés, por la fluorescencia que tienen
la fibras o6pticas de plastico podria ser conveniente cambiarlas por unas de silice.
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También queda pendiente la integracion completa del sensor de fluorescencia desa-
rrollado en la Raspberry Pi. Con esto, el control y monitorizaciéon del fotobiorreactor
serfa mas comodo y sencillo pudiendo controlar todas las caracteristicas a través de la
interfaz de usuario.

Por otro lado, esta vez sélo se ha podido trabajar con cianobacterias. Sin embargo,
para comprobar el potencial de los equipos seria necesario hacer medias con fitoplanc-
ton de diferentes grupos espectrales, tanto en fluorescencia como en Raman. Esto nos
permitiria comprobar si las técnicas son capaces de discriminar entre diferentes grupos.
Ademés, las medidas Raman se ha realizado de forma estéticas, por lo que podria ser de
utilidad pasar a medidas en flujo continuo.

Por supuesto, la clave para futuras investigaciones es encontrar unas condiciones de
esterilizacion adecuadas, ya que como hemos visto la contaminaciéon de cultivo es un gran
problema que se debe evitar. Se podria empezar por explorar medios de esterilizacion de
bajo costo como ollas que mediante vapor y alta presion, garanticen la eliminacion de
microorganismos, haciendo asi la funcién de autoclave.

Las investigaciones futuras en este area podrian tener un impacto significativo en
el desarrollo de nuevos dispositivos foténicos para la monitorizaciéon e identificaciéon de
fitoplancton.
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