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Resumen

Desarrollo y evaluacion de un prototipo para el monitoreo en tiempo real del crecimiento de
cultivos biolégicos en biorreactores industriales

En el ambito de la biotecnologia, el monitoreo continuo y preciso de la concentracion celular es
esencial para optimizar el crecimiento de biomasa en cultivos bioldgicos. Los biorreactores y fer-
mentadores (dispositivos disefiados especificamente para el cultivo de diversas células, entre ellas
bacterias y levaduras) dependen de la medicién de pardmetros como temperatura, presion, pH y
oxigeno disuelto, en donde la estimacién de la concentracion celular es igualmente critica para im-
plementar sistemas de control de lazo cerrado que permita automatizar al méximo el proceso. Las
técnicas oOpticas, y en particular, la medida de la densidad Optica, se implementa comercialmente
y permite caracterizar el crecimiento y evolucién de células en suspensiones acuosas en el bio-
rreactor, aprovechando los fenémenos fundamentales de interaccion de la luz con la materia como
la absorcién y dispersion, sin alterar las propiedades bioldgicas del sistema. No obstante, para las
Pymes en Colombia, los sensores de densidad 6ptica comerciales suelen tener un alto costo, lo que
dificulta su adopcidn en industrias con recursos limitados, como las dedicadas a la produccion de
cervezas artesanales, inoculantes biolégicos y biosimilares, entre otros.

En este trabajo se presenta el desarrollo de un instrumento 6ptico de bajo costo que permite monito-
rear en tiempo real el crecimiento de biomasa en biorreactores y fermentadores, siendo compatible
con los estdndares industriales de conexién y comunicacion en este tipo de sistemas. El dispositivo
aprovecha el fendmeno de la dispersion de la luz generada por las células en suspension para es-
timar la concentracion celular. En particular, el elemento sensor que se introduce en el biorreactor
se encapsula en un material polimérico compatible con los procesos de esterilizacion in situ, que
sustituye el clasico acero inoxidable de los dispositivos comerciales, y se desarroll6 un sistema de
acondicionamiento de sefiales que permite controlar la emision de luz para generar una intensidad
luminica constante en el tiempo, ante el ruido electromagnético y a las variaciones de temperatura,
obteniendo una resolucion en las medidas de 0.002 e inferior al 1 % en la escala de medida en
unidades arbitrarias. Esta solucién no solo busca hacer mds accesible la automatizacién de pro-
cesos productivos en la industria biotecnoldgica colombiana, sino también, mejorar la calidad del
producto final y optimizar el tiempo de produccion para incrementar el margen de beneficio.

Palabras clave: Cultivo celular, densidad éptica, sensor de densidad éptica, biorreactor, fer-
mentador.



Abstract

Development and evaluation of a prototype for real-time monitoring of biological culture
growth in industrial bioreactors.

In the field of biotechnology, continuous and accurate monitoring of cell concentration is essential
to optimize biomass growth in biological cultures. Bioreactors and fermenters (devices specifically
designed for cultivating various cells, including bacteria and yeasts) depend on the measurement of
parameters such as temperature, pressure, pH, and dissolved oxygen, where the estimation of cell
concentration is equally critical to implement closed-loop control systems that allow maximum au-
tomation of the process. Optical techniques, and in particular, the measurement of optical density,
are commercially implemented to characterize cell growth and evolution in aqueous suspensions
within the bioreactor, by taking advantage of fundamental light-matter interactions, such as absor-
ption and scattering, without altering the biological properties of the system. However, for SMEs
(Small and Medium-sized Enterprises) in Colombia, commercial optical density sensors tend to
have a high cost, which hinders their adoption in industries with limited resources, such as those
dedicated to the production of craft beers, biological inoculants and biosimilars, among others.

This work presents the development of a low-cost optical instrument that allows real-time mo-
nitoring of biomass growth in bioreactors and fermenters, compatible with industrial standars of
connection and communication in these types of systems. The device takes advantage of orking
principles are based on light scattered by cells to estimate cell concentration. In particular, the sen-
sor that is introduced into the bioreactor is encapsulated in a polymeric material compatible with
sterilization processes in situ, which replaces the classic stainless steel of commercial devices, and
a signal conditioning system was developed to control light emission to generate constant light
intensity over time, in the face of electromagnetic noise and temperature variations, obtaining a
measurement resolution of 0.002, lower than 1 % on the measurement scale in arbitrary units. This
solution not only seeks to make the automation of production processes in the Colombian biotech-
nology industry more accessible, but also, to improve the quality of the final product and optimize
production time in order to increase profit margin.

Keywords: Cell culture, optical density, optical density sensor, bioreactor, fermenter.
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1. Introducciodn

La extendida implementacién de la biotecnologia ha impulsado el desarrollo de procesos producti-
VOS que requieren elaborados sistemas instrumentales para el monitoreo y control del crecimiento
de biomasa. Por ejemplo, en la fabricacion de insumos bioldgicos el biorreactor se posiciona co-
mo su eje central [1]. Los biorreactores son sistemas instrumentales donde se cultivan organismos
bioldgicos, como se muestra en la Figura 1.1, ya sea de tipo aerobio o anaerobio, permitiendo el
control del crecimiento de biomasa a través de la regulacion del ujo de sustratos (nutrientes) y
de parametros fisicos como temperatura, presion y agitacion [2]. Estos equipos suelen tener forma
cilindrica y varian en capacidad desde decenas de mililitros hasta las centenas de metros cubicos,
siendo los de mayor tamano fabricados generalmente en acero inoxidable. La adecuada imple-
mentacion del biorreactor es clave para maximizar la productividad volumétrica global del cultivo
bioldgico.

Figura 1.1.Biorreactores industriales marca Sartorius de 40 y 200 litros con sistemas de monitoreo y
control. Estos sistemas incluyen sensores de temperatura, presion, pH, y nivel de oxigeno disuelto, entre
otros, y permite la conexion de sensores adicionales a través de adaptadores estandarizados ubicados en el
cuerpo cilindrico y en la tapa superior del biorreadtente:; Sartorius Biost& D-DCU.
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Con una industria colombiana de insumos bioldgicos en expansion, que busca reducir el uso de pes-
ticidas y fertilizantes quimicos nocivos para la salud humana y del ecosistema [3, 4], los sistemas
de monitoreo y control del crecimiento de biomasa cobran gran relevancia, aunque aun predomi-
nan procesos artesanales debido a las limitaciones nancieras de la pequefia y mediana empresa
(Pymes). Esto se evidencia en el uso de bidones plasticos como biorreactores, compresores simi-
lares a los empleados en concesionarios automotrices para el suministro de oxigeno y precarios
sistemas de agitacion que no garantizan una calidad constante del producto. Para optimizar estos
procesos es esencial un monitoreo preciso del estado de la biomasa, cuyo objetivo principal es al-
canzar una alta concentracién de biomasa, lo cual requiere medir uno o varios parametros celulares
claves como densidad celular, viabilidad celular, concentracion de ADN y ARN, y tasa de creci-
miento. Estos parametros pueden relacionarse con el estado de crecimiento de la biomasa mediante
modelos matematicos o correlaciones empiricas [5, 6], lo que facilita un control mas preciso del
proceso. Ademas, dependiendo del objetivo especi co del cultivo, puede ser mas relevante medir
la cantidad de células viables (viabilidad celular) en lugar de la biomasa total producida. Esto per-
mite ajustar el proceso segun la calidad y cantidad de biomasa deseada, mejorando la e ciencia
productiva.

Entre los instrumentos comerciales utilizados en un biorreactor se incluyen sensores de tempera-
tura, presion, pH, y nivel de oxigeno disuelto, entre otros. Estos dispositivos proporcionan sefiales
de entrada para establecer las condiciones optimas de crecimiento de los organismos biologicos.
Sin embargo, el sensor de turbidez tiene un rol especial, ya que permite monitorear en tiempo real
el crecimiento de biomasa mediante la estimacién de la concentracién celular en la suspension. En
ausencia de este sensor, el control del crecimiento de biomasa debe realizarse por observacion di
recta o mediante la extraccion periédica de muestras, lo que limita la capacidad de ajuste oportuno
de los parametros de crecimiento del cultivo [1, 2].

La capacidad de estimar en tiempo real el crecimiento de biomasa impacta signi cativamente la
productividad volumétrica del proceso [1, 2]. Si no es posible medir la concentraciéon celular de
forma directa, se deben utilizar métodos heuristicos para estandarizar el proceso, lo cual puede
afectar la consistencia de los resultados. En el mercado existen dos tipos de tecnologias para los
sensores de turbidez: los sensores desechables estériles, adecuados para minimizar la contamina-
cion en investigaciones cienti cas (como los ofrecidos por la empresa Solida Biotech [7]), y los
sensores reutilizables, que pueden ser esterilizados mediante el ciclet&iRzation In Placg

como por ejemplo los ofrecidos por Optek [8] y Mettler Toledo [9]. No obstante, estos equipos sue-

len ser costosos y, en Colombia, su adquisicion y uso es limitada a ciertos sectores de las grandes
industrias por razones econémicas.
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Figura 1.2.llustracién general de las técnicas para la caracterizaciéon del crecimiento celular en cultivos
celulares.

En la actualidad, existen diversas técnicas e instrumentos para la medicién de la concentracién
celular, respaldados por una extensa literatura [2, 5, 6, 10-13]. Una forma de clasi carlos es segun
el lugar en el que se realiza la medicion de biomasa. De acuerdo con [2, 10, 11], estas técnicas se
pueden categorizar en medicior@s-Line, At-Liney On-Ling como se ilustra en la Figura 1.2.

En la siguiente seccion de este capitulo, se abordaran los fundamentos basicos para la medicion y
estimacion de la concentracion celular en el crecimiento de biomasa. Mas adelante, se describira
la clasi cacion de los sistemas de monitoreo de concentracion celular. Posteriormente, se detalla-
ran las técnicas opticas empleadas para la estimacion del crecimiento poblacional de biomasa, y
nalmente, se presentaran otras técnicas para estimar el crecimiento de biomasa.

1.1. Medida de la concetracion celular en el crecimiento de
biomasa

La estimacion de poblaciones celulares es un proceso fundamental en la biotecnologia y microbio-
logia, ya que proporciona la informacion necesaria para el monitoreo, control y optimizacion de
cultivos bioldgicos. Estas técnicas permiten determinar la concentracion de células en un medio
dado, siendo esencial para evaluar el estado de crecimiento de un cultivo, asi como para ajustar los
parametros fisicos del proceso en tiempo real. La precision en el conteo celular impacta directa-
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mente en la productividad de los cultivos biolégicos y también in uye en la calidad del producto
nal, especialmente en la produccién de bioinsumos y otros productos biotecnolégicos. A pesar de
la existencia de diversas técnicas para el conteo y la estimacion de poblaciones celulares, cada mé-
todo presenta ventajas y limitaciones particulares en términos de aplicabilidad, precision y costo.
Por lo tanto, la eleccion de la técnica mas adecuada depende de las caracteristicas especi cas del
cultivo, el tipo de célula y los objetivos del proceso productivo.

1.1.1. Conteo directo

El conteo directo de células es, tal vez, la técnica mas comun en el ambito de la microbiologia,
ya que proporciona una medida precisa y rapida de la cantidad de células presentes en un cultivo.
Este enfoque es relevante cuando se evalla la viabilidad celular y se busca determinar la dindmica
de crecimiento celular, lo que permite ajustar las condiciones fisicas de cultivo para maximizar
la produccion de biomasa. A pesar de la simplicidad de estas técnicas, su implementacion trae
consigo ciertos desafios relacionados con la precision y reproducibilidad para distintos tipos de
células. A continuacién, se describen dos de las principales técnicas de conteo directo de células:

= Enumeracion microscopica Implica el uso de un microscopio para contar células direc-
tamente en camaras de conteo especializadas. La precision de esta técnica puede mejorarse
mediante el Itrado previo de la muestra con membranas y la aplicacion de tintes, lo cual
permite distinguir entre células vivas y muertas. La enumeracién microscopica es versatil y
aplicable a una amplia gama de microorganismos, lo que facilita no solo la cuanti cacion
celular, sino también la evaluacion de su viabilidad y morfologia. No obstante, presenta li-
mitaciones como la di cultad de reproducir los resultados de manera consistente y la posible
adherencia de las células a los instrumentos, lo cual puede introducir sesgos en los conteos
[10, 13, 14].

= Enumeracion electronica Esta técnica se basa en la medicion de la resistencia eléctrica
entre dos compartimentos conectados por un pequefio ori cio, donde se genera un pulso
eléctrico cada vez que una célula atraviesa el ori cio, alterando la resistencia. Aunque esta
técnica puede ofrecer un alto nivel de precisién, presenta di cultades cuando se aplica a bac-
terias y microorganismos de pequefio tamafio o formas alargadas, ya que el ori cio puede
obstruirse con dichas células y las mas pequefias pueden generar sefiales comparables con
el nivel de ruido electrénico. Adicionalmente, en cultivos con alta densidad celular, es po-
sible que varias células pasen por el ori cio simultaneamente, generando un unico pulso y
ocasionando errores en el conteo [13].
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1.1.2. Conteo de colonias

Segun Bultert al. [14], el conteo de colonias se considera el método mas preciso para evaluar
la viabilidad celular. La técnica se basa en la dilucién de la muestra obtenida del biorreactor, que
luego se distribuye en placas de Petri. Tras un periodo de incubacién, cada célula viable inicial da
lugar a una colonia, permitiendo asi la cuanti cacion de la viabilidad y la estimacion de la tasa
de crecimiento celular. Aunque este método se emplea principalmente en cultivos anaerdbicos,
también puede adaptarse para cultivos aerébicos con ajustes especi cos.

Una de las ventajas del conteo de colonias es su exibilidad, ya que existen multiples variantes
gue facilitan el estudio del crecimiento y la respuesta de los microorganismos a diversas condicio-
nes, como diferentes fuentes de nutrientes o la exposicion a sustancias toxicas. Sin embargo, este
procedimiento presenta ciertas limitaciones: es laborioso, requiere un tiempo considerable y no
es adecuado para microorganismos con tasas de crecimiento lentas. Ademas, es crucial mantener
condiciones estrictas para preservar la viabilidad de las células durante todo el proceso de dilucién
y cultivo [10, 13].

1.1.3. Numero mas probable

El método del nimero méas probable (NPM, del inglés Most Probable number o MPN) es una
técnica estadistica utilizada para estimar la viabilidad celular por unidad de volumen. Este mé-
todo implica la realizacion de una serie de diluciones del cultivo en recipientes que promuevan
el crecimiento celular, como tubos de ensayo. Tras un periodo de incubacidn, los recipientes que
no presentan cambios visuales se consideran libres de células viables, mientras que aquellos con
crecimiento visible con rman la presencia de células viables. La cantidad de recipientes con creci-
miento se utiliza para ajustar distribuciones de probabilidad que permiten estimar la concentracion
de células viables en la muestra. EI MPN es particularmente valioso en situaciones donde el conteo
de colonias en medios solidos (por ejemplo, en placas de Petri) no es factible, cuando la tasa de
crecimiento es muy variable, cuando se pretende contar Unicamente los organismos presentes en
el cultivo original, o en casos en los que el uso de instrumentos podria afectar la con abilidad de
los resultados si se empleara el conteo de colonias [13].
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1.1.4. Medicion de biomasa

La medicion de la masa del contenido celular es clave en la caracterizacidén de cultivos biol6gicos,
ya que proporciona informacién sobre la cantidad de biomasa generada durante el proceso de
crecimiento. La biomasa, entendida como la masa total de células en un cultivo, se utiliza como
un indicador de la productividad de los microorganismos. Ademas de ser un parametro de interes,
la medicion de biomasa se asocia con otras variables como la tasa de crecimiento, la e ciencia de
conversion de sustratos y la viabilidad celular. Estas correlaciones permiten un control mas preciso
de los procesos biotecnoldgicos y facilitan la optimizacién de las condiciones fisicas de cultivo.
Las técnicas mas comunes para la medicion de biomasa incluyen:

= Peso humedoEste método consiste en la extraccion de una muestra del cultivo, que luego se
somete a centrifugacion para concentrar las células. Posteriormente, se elimina el liquido in-
tersticial presente entre las células, lo que permite formar una pastilla de biomasa compacta.
La pastilla obtenida se pesa directamente, proporcionando una medida rapida del contenido
celular total. Aunque es un método sencillo y de bajo costo, su precision puede verse afec-
tada por la retencion de liquidos en la pastilla, o cual puede llevar a una sobreestimacion de
la biomasa real [10].

= Peso secoA partir de la pastilla de biomasa obtenida en el procedimiento de peso humedo,
se realiza un lavado con agua para eliminar impurezas o residuos solubles. Luego, la pastilla
se seca en un horno a 105°C hasta alcanzar un peso constante, o que asegura la eliminacion
completa del agua. Después de enfriarse, la biomasa seca se pesa, proporcionando una medi-
da mas precisa de la biomasa total presente en el cultivo. Este método es mas con able que
el peso humedo, ya que minimiza las variaciones asociadas con la retencion de agua [13].

El método de peso seco se utiliza frecuentemente como técnica de referencia para validar otras me-
diciones de biomasa, debido a su precision relativa. Sin embargo, estas técnicas presentan ciertas
limitaciones. En la préactica industrial, el material pesado puede contener componentes no desea-
dos, como residuos del medio de cultivo, lo que reduce la exactitud de la medicién. Ademas,
tanto el peso humedo como el seco no permiten evaluar la viabilidad del cultivo ni las tasas de
crecimiento, ya que Unicamente ofrecen una medida de la biomasa total. Por lo tanto, al utilizar
estas técnicas para validar otros sensores 0 métodos de medicion, es fundamental considerar los
principios de funcionamiento de cada técnica, dado que los resultados pueden diferir de manera
signi cativa [12].




1. Introduccion 7

1.2. Clasi cacion de los sistemas de monitoreo de
crecimiento celular

El monitoreo del crecimiento celular es el componente critico en la gestion de cultivos biologicos
puesto que permite ajustar las condiciones del proceso, lo que contribuye a una mayor productivi-
dad y calidad del producto nal. Los sistemas de monitoreo se pueden clasi car en tres categorias
principales:O -Line, At-Liney On-Ling cada uno con caracteristicas, ventajas y limitaciones es-
peci cas. La eleccién de la técnica mas adecuada depende de factores como el nivel de automatiza-
cion requerido, los recursos disponibles, y la necesidad de precision y velocidad en la obtencién de
datos. Mientras que las medicion®@s-Line destacan por su precision en el analisis de muestras,

las medicione#\t-Linerepresentan un compromiso entre la precision y la velocidad de respuesta.
Por otro lado, las medicion&3n-Line proporcionan un monitoreo continuo y en tiempo real, lo

que resulta esencial para la automatizacién y el control e ciente de los procesos, por ejemplo, en
biorreactores. A continuacion, se detallan las caracteristicas de cada una de estas técnicas, consi-
derando su aplicabilidad y adecuacion para diferentes tipos de cultivos y condiciones de proceso.

1.2.1. Mediciones Off-Line

Entre las técnicas de medicion descritas en la Figura 1.2 y que condensa la mayoria de estrategias
condensadas en la seccion 1.1, las medici@esgine son las mas tradicionales. Estas técnicas
implican la recoleccion de muestras del cultivo celular, que posteriormente son transportadas a
un laboratorio especializado para su tratamiento y analisis. Una de las principales ventajas de las
medicione® -Lineradica en su alta precision, especialmente en comparacién con las mediciones
At-Liney On-Line Debido a esta caracteristica, las medicioBesLine son comunmente utili-

zadas para la validacion y comparacion de otros tipos de técnicas de medicion. Asimismo, son
fundamentales para la validacion de modelos mateméticos desarrollados para el control de pro-
cesos automatizados en cultivos biologicos, ademas de facilitar la identi cacion de compuestos
especi cos en medios complejos.

No obstante, las medicion€s -Line presentan varias desventajas cuando se comparan con las téc-
nicasAt-Liney On-Line Entre sus limitaciones se destacan el riesgo de contaminacion durante el
transporte de las muestras desde el cultivo hasta el laboratorio, los tiempos prolongados necesarios
para la obtencién de resultados y el trabajo adicional que conlleva el andlisis de las muestras. Estas
limitaciones pueden afectar la e ciencia del monitoreo de los cultivos, especialmente en procesos
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industriales que requieren un control mas rapido y continuo para asegurar la calidad y consistencia
del producto nal [2, 10].

1.2.2. Mediciones At-Line

Las medicioned\t-Line se consideran un punto intermedio entre las técrcakiney On-Ling

ya que no requieren tiempos extensos de preparacion de muestras ni de transporte como en el caso
de las técnica® -Line, pero tampoco se realizan directamente dentro de los biorreactores, como
sucede con las técnic@n-Line En cambio, las mediciones-Line se efectuan en las cercanias

de los bioprocesos, lo que representa una mejora con respecto a las tecnidae. Este tipo de
monitoreo en tiempos relativamente cortos (pero por encima del tiempo real del proceso biolégico)
permite una toma de decisiones mas &gil en el control del cultivo, aunque hay parametros que
algunas medicione®n-Lineno pueden determinar, lo que puede requerir el uso de téddicas

Line o At-Linepara obtener informacion mas completa.

Las medicioneét-Linepueden ser una opcion interesante para lograr una importante optimizacion

en el tiempo necesario para realizar los andlisis, especialmente cuando la empresa que lleva a cabo
el cultivo celular puede adquirir los equipos necesarios para realizar estas mediciones internamente.
Por otro lado, las técnicaht-Line pueden surgir como una alternativa mas econdémica respecto

a unaOn-Ling ya que los equipos para medicior@a-Line suelen tener un costo mucho mas
elevado, lo cual resulta casi inasequible para algunas organizaciones [10]. Dado que los principios
subyacentes de las mediciorgsLineson similares a los de las técnidas-Liney On-Ling pero

se diferencian principalmente por la ubicacion del proceso de medicion, la descripcion de estas
técnicas sera la misma que la presentada para las medi€oreggsey On-Line

1.2.3. Mediciones On-Line

A nivel industrial, la falta de automatizacion en los procesos de cultivo celular suele requerir pa-
radas y revisiones directas por parte de un operario, lo que incrementa los tiempos de operacion y
afecta negativamente la productividad global del proceso. Diversos estudios han demostrado que
la implementacion de procesos automatizados, que permiten la inspeccion en tiempo real del cre-
cimiento del insumo biolégico, puede aumentar la productividad global en mas del 20% [1, 2, 15—
19]. Esta necesidad de supervision en tiempo real impulsa la adopcion de medivhaseen

la industria de los bioprocesos.
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Las medicione®©n-Linese pueden clasi car en dos categorias: medicionestu y ex-situ Las
medicionesn-situ implican la instalacion del sensor dentro del biorreactor, lo que permite la in-
teraccion directa con el cultivo biolégico. Por otro lado, las mediciexesiturequieren el acople

del sensor a una camara o tuberia por la cual debe pasar una parte del cultivo para ser medida.
A lo largo de este trabajo, se utilizara esta terminologia para referirse a las med@ohése

aungue cabe mencionar la notacién alternativa de medicinflaeey On-Ling equivalentes a las
medicione©n-Line in-situy On-Line ex-siturespectivamente.

Aunque las medicionem-situ suelen ser preferidas por su precision y contacto directo con el
cultivo, presentan ciertas limitaciones. Algunos sensores no pueden mantener su funcionamien-
to durante largos periodos de cultivo, no son compatibles con los procesos de esterildBcion
(Sterilization In Place) y limpiez&€IP (Cleaning In Place), o requieren condiciones diferentes a

las encontradas dentro del biorreactor para evitar errores de medicion. Por lo tanto, los sensores
utilizados en medicionds-situ deben cumplir con los siguientes requerimientos [10-12]:

= Disefia La produccién de insumos biolégicos mediante cultivos celulares requiere un en-
torno ideal libre de contaminantes, lo cual se logra a través de procesos de esterilizacion
SIPy CIP. Por ello, todos los sensoréassitu reutilizables deben ser capaces de soportar
procesos de esterilizacion que pueden alcanzar temperaturas de hasta 140°C.

= Calibracion: La informacién proporcionada por los sensores puede variar segun el tipo de
organismo cultivado, lo que hace necesaria la comparacion con otras técnicas de medicion
para relacionar los datos obtenidos con parametros especi cos del cultivo.

= Con abilidad de la medicién: Es crucial que los cambios detectados por los sensores re-
ejen variaciones en los parametros de la biomasa, evitando desviaciones causadas por el
funcionamiento interno del sensor o por la acumulacion de material organico en sus super -
cies. Los sensores deben ser capaces de operar de manera continua durante largos periodos
sin comprometer la calidad de las mediciones.

En la siguiente seccion de este capitulo se describen las técnicas mas populares que cumplen con
estos requerimientos, clasi cadas segun los principios fisicos en los que se basan.
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1.3. Técnicas opticas de estimacion de la densidad celular

La mayoria de las técnicas para la determinacién de parametros celulares se basan en la interac-
cion de la luz con un medio material, utilizando fenébmenos como la absorcion y la dispersion
(monocromatica o policromatica). Estos principios se han implementado en diversas técnicas para
la medicién de varios parametros celulares, como se ilustra en la Figura 1.3.

Figura 1.3 Estudio de propiedades celulares mediante técnicas basadas en la interaccién radiacién-materia.
Figura tomada de la referencig].

Las técnicas basadas en absorcion se fundamentan en la disminucion de la intensidad luminica
cuando un haz de luz atraviesa un medio material. Un modelo clasico para estudiar este fendmeno
es la ley de Bouguer-Beer-Lambert, que describe como la intensidad de la luz disminuye exponen-
cialmente al atravesar un medio absorbente. Sin embargo, este modelo presenta limitaciones, ya
gue no considera la naturaleza ondulatoria de la luz y puede no ser preciso en medios altamente
concentrados [10, 20].
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Por otro lado, las técnicas basadas en dispersion utilizan tanto modelos clasicos como cuanticos
para describir la interaccion de la luz con particulas en un medio. La dispersion se clasi ca en
dos tipos: dispersion elastica, cuando la longitud de onda de la luz no cambia al interactuar con
la materia, y dispersion inelastica, cuando la longitud de onda de la luz se modi ca debido a
interacciones con la materia. En el caso de la dispersion elastica, el fenomeno puede describirse
mediante tres dominios basados en un parametro adimensional denominado tamafio dexparticula
de nido como:

_2r

X (1.1)

donde 2r representa la circunferencia de la particula gs la longitud de onda de la radiacion
incidente. Segun el valor de se distinguen los siguientes dominios de dispersion que se ilustran
en la Figura 1.4 [21]:

= Six 1:Dominio de Rayleigh- Las particulas son mucho mas pequefias que la longitud
de onda de la radiacion incidente, lo que provoca una dispersion homogénea en todas las
direcciones, descrita por los modelos de Rayleigh.

= Six 1:Dominio Geométrico- Las particulas son signi cativamente mas grandes que la
longitud de onda de la radiacion, lo que permite el uso de modelos de dptica geométrica para
describir la dispersion.

= Six 1:Dominio Mie - La longitud de onda es comparable al tamafio de las particulas, lo
que requiere el uso de los modelos de dispersion desarrollados por Gustav Mie [22].

En el caso de la dispersion inelastica, se consideran los fendbmenos cuanticos de la materia, ya
gue involucran excitaciones y desexcitaciones a nivel electronico o molecular. Ejemplos de este
tipo de dispersion incluyen la dispersion Raman, que puede ser modelada de forma clasica [23],
y la uorescencia [24]. Los sensores comerciales mas populares para medmmlies in-situy

ex-situse basan en estos fendmenos, y las técnicas desarrolladas para la medicién de parametros
de la biomasa se clasi can de acuerdo a estos principios fisicos y se describen en las siguientes
subsecciones.
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Figura 1.4 Dominios de dispersion elastica de la luz en funcién del tamafio de parig@aminio Ray-
leighx 1 con dispersién direccionalmente homogémgdominio Mie x 1. ¢c) Dominio geométrico
x 1 con dispersién unidireccional.

1.3.1. Técnicas basadas en medicién de turbidez

Visualmente, un uido puede comportarse como un tipo de lente, permitiendo el paso total de
un haz de luz sin generar dispersion alguna, o bien, puede presentar cierto grado de dispersion y
absorcion, di cultando la visibilidad a través del medio. En otros casos, el uido puede absorber
completamente la luz que lo atraviesa. En un contexto cotidiano, estos comportamientos se des-
criben como transparencia, translucidez y opacidad, respectivamente. Sin embargo, en un contexto
ingenieril, estos fendmenos se resumen en la propiedad conocidatednu®zdel medio. Una

medida para cuanti car la turbidez es la densidad 6ptica (DO, en inglés Optical Density, OD),
también conocida como absorbancia y representada por |aAldiavalor de OD tiene en cuenta

los fendmenos de absorcidn y dispersion que ocurren en el medio [10, 13].

Una estrategia comuan para estudiar la presencia de particulas en uidos es caracterizar la turbidez.
Cambios en la turbidez de un medio re ejan variaciones en la cantidad de material particulado,
lo que incrementa la absorcion y dispersion de la luz. La medicion de OD se realiza comparando
la intensidad luminica incidentg, medida respecto a un medio de referencia, con la intensidad
transmitidd a través del medio de interés. Este analisis se basa en la ley de Bouguer-Beer-Lambert,
gue también relaciona OD con el coe ciente de absorcion mdlacoe ciente de extincion molar,
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en Mt cmt), el camino dpticd (en cm) y la concentracion molar del mediolen gmol) [20],
como se muestra en la ecuacion 1.2.

!
oD= Iogll— = 1 C (1.2)
0

Debido a la relativa facilidad de implementacion de sensores para determinar la turbidez de un me-
dio, las técnicas basadas en esta propiedad han encontrado amplia aplicacién en la investigacion,
como en el estudio de la calidad del agua, donde se establecen estandares para relacionar la tur-
bidez con la presencia de particulas contaminantes [25]. Los instrumentos utilizados para este n,
denominados turbidimetros, constan de una fuente y un sensor de luz colocados a 0° para medir
la transmitancia del medio. Por otro lado, la técnica de nefelometria mide la dispersion de la luz
utilizando un sensor a 90° respecto a la fuente. Ambas técnicas pueden combinarse para detectar
la luz a 0° y 90° simultaneamente [26, 27]. Estas técnicas también se han aplicado al estudio de la
fermentacion del vino [28], la fermentacion de leche [29], la adulteracion de leche [30], la produc-
cion de acido lactico [31], y la evaluacion de la dispersion de luz en muestras de sangre [32], entre
otros usos como el monitoreo de contaminantes en el aire [33, 34] y la determinacion del tamafio
de particulas contaminantes en combustibles [35].

En el contexto agroindustrial, los cambios de turbidez en los medios de cultivo biolégico estan
asociados a variaciones en la biomasa, especialmente en la densidad celular. No obstante, las me-
dicionesin-situ presentan desafios en el desarrollo de instrumentos debido a los requisitos mencio-
nados anteriormente. A pesar de estas di cultades, se han implementado técnicas para cuanti car
la turbidez, utilizando turbidimetros para medir cultivos cuando los fenbmenos de absorcion son
predominantes sobre los de dispersion. Sin embargo, se debe considerar que las mediciones de OD
son precisas hasta un limite (0.3 segun [13] y 0.5 segun [10]), ya que a concentraciones altas de
biomasa, la luz puede experimentar dispersiones secundarias que podrian causar el reingreso de la
luz dispersada hacia el sensor. Se han desarrollado técnicas que correlacionan la cantidad de bio-
masa con la turbidez del cultivo mediante el sensado de luz en una o varias posiciones angulares,
basandose en modelos de dispersién de la luz y de multiples dispersiones [21, 22].
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Para garantizar la validez y publicacién de los resultados obtenidos con instrumentos basados en
turbidez, es necesario compararlos con mediciones de peso seco 0 con equipos previamente vali-
dados. Esto se debe a que este tipo de instrumentos puede ser altamente sensible a la geometria
del sistema Optico, lo que podria requerir mejoras en la parte optica, como lentes, colimadores, y
fuentes de luz [10, 13].

A nivel comercial, existen varios sensoi@s-line disponibles para medir la turbidez en cultivos
celulares, algunos de los cuales se muestran en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Sensores comerciategslinede turbidez para cultivos celulares.

Sensor | Angulo de medicion| Implementacién | Referencia
OD-Cell 0° in-situ [7]
OUSBT66 0° in-situ [36]
MAX 0° in-situ [37]
EXcell 231 0° in-situ [38]
ASD12-N 0° in-situ [8]
InPro8100 180° in-situ [9]
TF56-N 0°y11° ex-situ [39]
DTF16 0°,11°y 90° ex-situ [40]

Sin embargo, para la apropiacion de estas tecnologias, la informacion proporcionada por los fa-
bricantes es limitada, generalmente restringiéndose a la mencion de los principios fisicos en los
gue se basan. En consecuencia, el desarrollo de instrumentos para la medicion deduorbigez

se encuentra, principalmente, en el &mbito de la investigacion en entornos controlados, como se
observo en trabajos previos [41, 42].

1.3.2. Técnicas basadas en uorescencia

Las moléculas capaces de presentar comportamientos uorescentes se conocen como uoroforos.
Estos pueden ser de origen natural, como ciertos aminoacidos (fenilalanina, tirosina y triptéfano),
cofactores (FAD, FMN, NADH y NADPH), por rinas y la vitamina ribo avina, todos ellos presen-

tes en las células y asociados al metabolismo o al desarrollo celular. También existen uoroforos
de origen arti cial, los cuales pueden ser utilizados para tefiir componentes celulares especi cos,
dotandolos de la capacidad de emitir uorescencia [5, 24, 43].
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Las técnicas basadas en uorescencia utilizan radiacion en el rango ultravioleta-visible para excitar
los uoréforos naturales, lo que resulta en la emisién de luz a longitudes de onda mayores durante
el proceso de desexcitacion. La intensidad de esta radiacion esta directamente relacionada con la
cantidad de uoroforos presentes en el cultivo, y por lo tanto, con parametros celulares de interés.
Inicialmente, esta técnica se empleaba para detectar exclusivamente NADPH mediante pulsos de
radiacion a una unica longitud de onda, aunque las mediciones podian verse afectadas por la in-
terferencia de otros uoréforos. Sin embargo, los avances tecnolégicos han permitido la creacién
de mapas espectrales 2D, que discriminan entre diferentes uordforos en el cultivo mediante la
emision y deteccion de un amplio ancho de banda espectral [10].

Las técnicas de uorescencia se dividen en dos categorias principales: las que trabajan con es-
pectros de uorescencia y las que miden los tiempos de vida de uorescencia, enfocandose en el
tiempo de desexcitacidon. Estas técnicas se utilizan principalmente para evaluar la viabilidad celu-
lar. No obstante, presentan ciertas limitaciones. Por ejemplo, en las técnicas basadas en espectros
de uorescencia, parte de la radiacion excitante puede ser absorbida por compuestos no uorescen-
tes, y las mediciones pueden verse in uenciadas por las condiciones ambientales. Por otro lado,
las técnicas basadas en el tiempo de vida de uorescencia son sensibles al entorno, a la precisiéon
de los equipos de medicién, y a la presencia de componentes que emiten en tiempos similares al
NADPH [5].

1.3.3. Técnicas basadas en dispersion Raman

Cuando la radiacién monocromatica incide sobre un medio material, una pequefa fracciéon de la
luz es absorbida y reemitida con un cambio en su frecuencia. Este fenébmeno se conoce como dis-
persion Raman y se mani esta en dos formas: un aumento en la longitud de onda (Stokes) o una
disminucion (anti-Stokes), dependiendo de la interaccion de la radiacion con los enlaces quimicos
del medio material. Las técnicas basadas en dispersibn Raman comenzaron a implementarse en
biorreactores en 2011 [44] y requieren analisis espectrales, asi como analisis univariados o multi-
variados para modelar los datos y correlacionarlos con variables de interés, como la concentracion
celular del biocultivo [5, 45].

Es importante considerar la baja probabilidad de ocurrencia de la dispersiéon Raman, lo que implica
la necesidad de técnicas especializadas para mejorar la deteccion. Ademas, para ciertas longitudes
de onda, es necesario implementar Itros que reduzcan los efectos uorescentes, ya que estos
pueden interferir con las mediciones Raman [5].




1. Introduccion 16

1.4. Otras técnicas de estimacion de la densidad celular

En la seccién anterior, aunque no de manera exhaustiva, se presentan las técnicas 6pticas mas
populares y directas para la medicion de pardmetros celulares. Sin embargo, también existen otras
técnicas basadas en la implementacion de software, conocidasSmitreensorgjue relacionan

otras variables medibles, como el pH, oxigeno, entre otros, con los parametros de interés [10].
Estas técnicas de medicidn se dividen en tres categorias segun el enfoque de mudeitado:
Sensorsque utilizan modelos basados en el conocimiento explicito del proceso de dBltiek:
Sensorsque emplean inteligencia arti cial y redes neuronales para establecer correlaciones; y
Grey-Sensorgjue combinan ambos enfoques [5].

A nivel de investigacion, también se han desarrollado implementacmnrése de analisis de
imagen, lo que permite un conteo mas rapido de microorganismos y podria reemplazar algunas de
las técnicas descritas en la seccién 1.2.1. Asimismo, se han implementado téesitastili-

zando microscopia de campo oscuro combinada con inteligencia arti cial para medir la biomasa
en cultivos deSaccharomyces cerevisig&s]. En este mismo contexto, la citometria de ujo ha
logrado avances signi cativos en el andlisis de cultivos a nivel celular, combinando principios de
dispersién de luz y uorescencia, no obstante, la principal barrera para la adopcién de esta técnica
es su elevado costo [10].

Por otro lado, los sensores Opticos de turbidez suelen ir acompafados de sondas capacitivas, que
complementan la medicion de la densidad celular, ya que estas sondas estan disefiadas para esti-
mar especi camente la viabilidad celular al detectar células en buen estado. Las sondas capacitivas
funcionan al medir la capacitancia generada por las células vivas, que contienen membranas intac-
tas y, por lo tanto, pueden almacenar carga eléctrica. Esto se debe a que las células viables actuan
como pequefnos capacitores, ya que sus membranas separan cargas eléctricas, o que genera un
campo eléctrico detectable. La combinacion de sensores de turbidez y sondas capacitivas ofrece
una solucion completa para el monitoreo de cultivos celulares en biorreactores, ya que proporciona
informacion tanto sobre la densidad celular total como sobre la viabilidad celular.

1.4.1. Técnicas basadas en mediciones de capacitancia

El principio de funcionamiento de las sondas capacitivas se basa en la capacidad de las células vivas
para polarizarse frente a un campo eléctrico alterno, lo que genera una sefial eléctrica proporcional
a la cantidad de células viables presentes en el biorreactor. Este tipo de sensores permite una
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estimacion mas precisa de la biomasa activa, ya que no se ven afectados por las células muertas
ni por los residuos celulares, que no contribuyen signi cativamente al aumento de la capacitancia.
De esta forma, las sondas capacitivas pueden diferenciar entre células viables y no viables, lo que
las convierte en una herramienta critica para el monitoreo de la viabilidad celular en tiempo real.

Las técnicas basadas en capacitancia se fundamentan en las respuestas eléctricas de los tejidos
bioldgicos ante campos oscilatorios en el tiempo con frecuencias entre 100 Hz a 100 MHz. Dentro
de este rango se ha encontrado una dependencia de la conductividad y permitividad eléctrica con
la frecuencia, donde se caracterizan tres dominios principales donde ocurren fendmenos de rela-
jacion celular asociados a cambios signi cativos en los parametros eléctricos, estos dominios se
denominan como dispersidngue va desde 100 Hz hasta algunos kHz, seguido por la dispersién-

de 0.2 MHz hasta 10 MHz y la dispersiéndesde 1 GHz hasta 100 GHz [47, 48]. Sin embargo,

se han encontrado di cultades experimentales para la implementacion de técnicas para el monito-
reo de cultivos celulares basadas en las dispersiones, a diferencia de la dispersiondonde

se han encontrado resultados con ables [49]. El fendmeno de la dispers@rcaracteriza por

los intercambios iGnicos entre los microorganismos y su medio circundante. A frecuencias altas
(alrededor de 10 MHz), las células muestran una baja capacitancia, ya que el campo eléctrico atra-
viesa facilmente la membrana celular. En cambio, a frecuencias bajas (entre 0.2 y 1 MHz), las
células presentan niveles altos de capacitancia debido a la polarizacion de las membranas celulares
intactas, que actian como barreras capacitivas [6].

En la practica, las sondas capacitivas se implementan en biorreactores mediante el uso de elec-
trodos que se insertan directamente en el medio de cultivo. Estas sondas pueden operar de forma
continua, proporcionando mediciones en tiempo real sin necesidad de interrupciones del proceso
de cultivo. Ademas, su disefio permite soportar condiciones de esterilizacion SIP (Sterilization In
Place) y de limpieza CIP (Cleaning In Place), lo que facilita su integracion en procesos industriales
automatizados. Los sensores capacitivos disponibles a nivel comercial estan disefiados para detec-
tar volimenes de células con membranas intactas, ya que las células muertas, al tener membranas
dafadas o inexistentes, permiten el ujo libre de cargas eléctricas a través de su estructura y, por lo
tanto, no contribuyen a la capacitancia medida. Sin embargo, las células que han sufrido algun tipo
de dafio celular pero que aun mantienen cierta integridad en su membrana pueden afectar las me-
diciones capacitivas, ya que estas membranas parciales pueden seguir polarizandose en presencia
de un campo eléctrico oscilatorio [50].

Debido a las variaciones en la geometria celular y la respuesta dieléctrica de diferentes tipos de
células, las mediciones capacitivas no permiten la determinacion precisa del nimero de células en
el cultivo. En cambio, los sensores capacitivos se utilizan principalmente para evaluar la viabilidad

celular, proporcionando una estimacion de la biomasa activa en funcion de la respuesta dieléctrica
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de las células vivas. Estos sensores son Utiles para el monitoreo en tiempo real de la viabilidad en
biorreactores, ya que ofrecen informacion rapida y no invasiva sobre el estado del cultivo, lo que
facilita el ajuste de las condiciones del proceso y mejora la e ciencia de la produccion [5].

1.5. Motivacion del presente trabajo

Las aplicaciones de las técnicas de medicidn de la concentracion celular a nivel industrial resultan
de gran interés para mejorar la productividad, sin embargo, la implementacion de estos instrumen-
tos de medicion implica costos elevados para las empresas. En el caso de Colombia, un pais que
apenas esta incursionando en la produccion de insumos agricolas de alta tecnologia, la adquisicién
de sensores comerciales sigue siendo inasequible. Ademas, la proteccién tecnolégica por parte de
los fabricantes di culta los esfuerzos de apropiacion y desarrollo de tecnologia local. Ante esta
realidad surge la pregunta que motiva esta propuesta: ¢ Es posible desarrollar un sensor de turbidez
gue permita estimar el crecimiento de biomasa en un biorreactor, sea compatible con los estan-
dares industriales, y ademas sea asequible para la industria colombiana? Adicionalmente, ¢ podria
este sensor ofrecer informacion adicional sobre las caracteristicas del cultivo, como la agregacién
celular o la presencia de contaminantes, para mejorar la robustez del proceso productivo?

Por estas razones, en este trabajo se propone el desarrollo de un prototipo danssthscapaz

de soportar procesos de esterilizacion SIP (Sterilization In Place) y limpieza CIP (Cleaning In Pla-
ce), con el objetivo de determinar la concentracidon celular en un cultivo a partir de la correlacion
entre la turbidez del medio, medida mediante densidad dptica, y el crecimiento celular. Este sen-
sor se disefio implementando un sistema de acondicionamiento de sefial y una interfaz de usuario,
lo que permitio una interpretacion directa de las mediciones en tiempo real. Adicionalmente, se
emplearon materiales alternativos al acero inoxidable, tradicionalmente utilizado en la fabricacion
de sensores, lo que no solo logré reducir los costos de produccion, sino también, facilitar su im-
plementacioén en la industria colombiana, donde el acceso a tecnologias de alto costo es limitado.
De esta manera, el prototipo desarrollado tiene como objetivo proporcionar una solucién econémi-
ca, efectiva y adaptable para el monitoreo de cultivos celulares en biorreactores y fermentadores
industriales, contribuyendo al desarrollo de la biotecnologia en el pais.
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1.6. Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un prototipo de bajo costo que permita el monitoreo del crecimiento en tiempo real de
cultivos biolégicos en biorreactores.

Objetivos especi cos

= Disefiar y elaborar los circuitos de acondicionamiento para el sensado de luz y cuanti cacién
del crecimiento de organismos biologicos.

= Construir un encapsulamiento para la sonda sensora de turbidez introducible en biorreacto-
res, compatible con los estandares industriales de conexion a estos dispositivos.

= Caracterizar y relacionar el tamafo del cultivo celular con la turbidez del medio a una longi-
tud de onda especi ca.

= \eri car y validar el desempefio del prototipo en pruebas estandarizadas y de cultivos biolo-
gicos.




2. Diseno e implementacion del sensor
de turbidez

En este capitulo se presentara el desarrollo del sensor éptico, disefiado para correlacionar medi-
ciones de luz transmitida con el valor de OD (densidad 6ptica), compatible con los procesos de
cultivos celulares en biorreactores y fermentadores industriales y capaz de monitorear el estado del
crecimiento celular. La estructura de este capitulo esta dividida en siete secciones, cada una abar-
cando un aspecto especi co del desarrollo del sensor. El proceso se dividio en bloques de trabajo,
como se ilustra en la Figura 2.1.

Figura 2.1 Diagrama de bloques del desarrollo del sensor.

La primera seccién describe la seleccion del par emisor y receptor de luz seleccionados para cons-
truir la sonda sensora, mientras que la segunda seccién aborda el desarrollo del encapsulado que
alberga este par emisor-receptor. A continuacion, las secciones 2.3 a 2.5 detallan la evolucion de
los montajes electronicos, desde los disefios mas simples, junto con sus problemas y soluciones,
hasta el disefio nal del sensor. La seccion 2.6 se enfoca en la implementacion de un blindaje para
el cableado y las conexiones del sistema.

20
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La dltima seccion del capitulo presenta la migracion a un sistema de circuito impreso (PCB, por
sus siglas en inglés) que incluye un microcontrolador y componentes de montaje super cial, con
el n de mejorar la portabilidad del sistema y permitir su conexion a una computadora mediante
un puerto USB.

2.1. Eleccidon de par emisor y receptor de luz para la sonda
sensora

La determinacion de la longitud de onda adecuada para el sensor se baso en la facilidad para rea-
lizar experimentos de validacién. Se optd por utilid@accharomyces cerevisiflevadura) como
organismo de prueba, debido a su disponibilidad y a la relacion bien documentada entre las medi-
ciones de OD y longitudes de onda cercanas a 620 nm [51]. Ademas, se considerd un experimento
alternativo utilizando leche de vaca, cuyas vesiculas grasas en suspension dispersan la luz en la
region del rojo visible y presenta un comportamiento similar al de los cultivos celulares. Como
resultado, se seleccion6 un LED rojo de marca Chanzon, con una corriente de 20 mA, diametro
de 5 mm, y una longitud de onda de emisién alrededor de 625 nm y ancho de banda espectral de
aproximadamente 10 nm, como fuente emisora de luz.

Para el receptor de luz, se opt6 por fotodiodos, ya que ofrecen una combinacion de economia,
accesibilidad, resolucion y sensibilidad. La principal consideracion para seleccionar el fotodiodo
fue su capacidad de operar en la regién visible, especi camente en el rango del rojo (625 nm).
Otros factores importantes incluyeron la corriente de oscuridad, la disponibilidad de informacion
técnica del distribuidor, el precio y la corriente en reversa. Por estas razones, se eligio el fotodiodo
BPW34, que aunque esta optimizado para el infrarrojo, presenta una respuesta espectral adecuada
para el propdsito de este trabajo y tiene un precio muy asequible.

2.2. Encapsulado de |la sonda sensora

A continuacion se presenta una contextualizacion general del encapsulado del par emisor-receptor
Optico de la sonda sensora, disefiado para ser compatible con cultivos bioldgicos en biorreactores
y fermentadores industriales. Para el desarrollo del encapsulado en este trabajo de tesis, se optd
por el uso de materiales compuestos como una alternativa a los aceros inoxidables biocompatibles
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tradicionales (por ejemplo, acero 304 y 316) empleados en la fabricacién de sensores comerciales
(ver Tabla 1.1). Un ejemplo de estos sensores se muestra en la Figura 2.2a. La eleccién de mate-
riales compuestos se realiz6 con el objetivo de reducir los costos de fabricacion del sensor, ya que
permiten prescindir de procesos de maquinado, sellado y tratamiento super cial, requeridos en los
encapsulados de acero inoxidable.

Los sensores de acero inoxidable biocompatible se fabrican mediante la insercién del par emisor-
receptor en un bloque de acero con ventanas de za ro, el cual se ensambla con otros segmentos,
como se ilustra en la Figura 2.2b. Estos bloques se sellan herméticamente para evitar Itraciones de
liquido, y se someten a procesos de vacio o se rellenan con gases inertes para prevenir la conden-
sacion de moléculas de agua durante los procesos en biorreactores. Adicionalmente, el acero debe
someterse a procesos de electropulido o pulido laser para reducir la porosidad de la super cie, ya
gue algunos organismos celulares pueden alojarse en estos defectos y sobrevivir a los procesos de
esterilizacion SIP y CIP, lo que podria contaminar futuros cultivos.

Figura 2.2.a) Sonda sensora de turbidez Optek ASD12. Este disefio es genérico y se oferta por multiples
fabricantesb) Visualizacion de la union entre los bloques de acero [8].

El uso de materiales compuestos compatibles con cultivos celulares permite una reduccion sig-
ni cativa de los costos de manufactura en comparacién con los aceros inoxidables, dado que se
eliminan procesos complejos de mecanizado y sellado. Para el encapsulado del sensor, se utilizé
un material compuesto formado por una matriz polimérica a base de resina epoxi de grado alimen-




2. Disefio e implementacion del sensor de turbidez 23

ticio, no toxica para el crecimiento celular y capaz de soportar las condiciones de esterilizacion
SIPy CIP [52]. La fase dispersa del material esta constituida por particulas de magngga)(Fe

que inhiben el crecimiento de biopeliculas en la super cie del encapsulado [53]. Esto evita que las
bacterias se alojen en las porosidades del encapsulado nal, como se muestra en la Figura 2.3a,
con los conectores a un biorreactor visibles en la Figura 2.3b.

El cuerpo del encapsulado se forma mediante un proceso de vertido, lo que permite omitir procesos
de unidn, extraccion de aire y sellado, necesarios en los encapsulados de acero. Ademas, la misma
resina (sin dopaje de magnetita) se utiliza para fabricar las ventanas de transmision de luz entre
el emisor y el receptor, eliminando la necesidad de utilizar ventanas de zaro. La presencia de
magnetita en la resina también bloquea la radiacion electromagnética externa, reduciendo el ruido
de fondo debido a la luz ambiental que podria penetrar hasta el receptor de luz, afectando las
mediciones de OD.

Figura 2.3.a) Sonda sensora desarrollada mediante el encapsulamiento de material compuesto, formado
por una matriz de resina epoxi de grado alimenticio y una fase dispersa de particulas de magnetita, con sus
dimensiones nalegb) Vista del acoplamiento de la sonda en un adaptador multipropésito para biorreactores
industriales (compatible con una diversidad de sensores estandarizados).
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2.3. Acondicionamiento del emisor de luz

Para los sistemas de medicion de OD, es fundamental contar con un sistema de emision de luz
capaz de proporcionar intensidades luminicas controlables de manera precisa. Durante la etapa de
desarrollo experimental, también se requiere de sistemas con intensidades luminicas variables para
ajustar y optimizar el funcionamiento del sensor. Considerando que la longitud de onda seleccio-
nada fue de 625 nm, se opt6 por utilizar LED Chanzon de 20 mA y 5 mm de diametro, como se
describe en la seccién 2.1, ya que cumplen con estos requisitos y la intensidad de luz emitida es
directamente proporcional a la corriente que circula a través de ellos [54, 55]. Ademas, estos LED
son accesibles econémicamente y estan disponibles en abundancia.

El siguiente paso fue desarrollar la electronica para controlar la intensidad luminica del LED,
utilizando una protoboard y una fuente de voltaje GW Instek GDP-4303S. Se emple6 un sistema
NI PXI-1071 con la tarjeta de adquisicién PXle-6350 para generar sefiales mediante un conversor
digital-analégico (DAC), adquirir sefiales con un conversor analdgico-digital (ADC), y realizar el
procesamiento de la informacion. En la primera etapa de desarrollo, se utilizé un ampli cador
operacional TLO71 en modo Ber, alimentado con 10 V, como se muestra en la Figura 2.4a,
para separar la sefial proveniente del DAC del LED.

Sin embargo, se observaron problemas de estabilidad en la intensidad luminica del LED. Bajo las
mismas condiciones de operacion, la intensidad luminica variaba con el tiempo, lo que afectaba
las mediciones de luz transmitida y, por ende, las mediciones de OD. Aunque en otros desarrollos,
como los presentados en [27, 56], este factor no se considero critico, en el monitoreo de cultivos
celulares, donde el proceso puede durar varias horas, es esencial mantener una fuente de luz estable
para asegurar que cualquier variaciéon de OD se deba Unicamente al crecimiento celular.

El problema de estabilidad se atribuy6 a variaciones de temperatura, que afectan principalmente
a las condiciones de operacion del LED. Aunque existen otros factores que pueden in uir en la
emisién de luz, como recombinaciones electron-hueco no radiativas, defectos e impurezas en los
materiales semiconductores, y conexiones semiconductor-conductor [54, 57-59], estos se conside-
raron constantes e inherentes a cada LED. Por lo tanto, se centro el estudio en la relacion entre la
intensidad luminica y la temperatura, y dado que la intensidad es directamente proporcional a la
corriente, se investigo la relacion corriente-temperatura, descrita por la ecuacion de Shockley 2.1:

Ip=lg e 1 2.1)
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dondelp es la corriente del LEDIs es la corriente en polarizacion invergpes la carga del
electrén,V es el voltaje aplicado en polarizaciéon direatas el factor de idealidad del diodky

es la constante de BoltzmannTyes la temperatura absoluta del diodo. A diferentes temperaturas
pero con el mismo voltaje de polarizacion, se obtienen distintos valores de corriente, como se
ilustra en la Figura 2.4b.

Figura 2.4 Primera etapa del driver del LER) Esquematico del ampli cador operacional en modo é&u

como fuente de voltaje del LEDn) Dependencia de la corriente de un diodo con el voltaje aplicado en
polarizacion directa y los efectos en dicha dependencia debido a variaciones de temperatura. Tomado de
[59].

Para resolver el problema de estabilidad, se busc6 una alternativa que permitiera mantener la co-
rriente constante en el LED, lo cual se logré mediante el desarrollo de una fuente de corriente
basada en la con guracion de Howland [60], que se muestra en la Figura 2.5. Esta con guracion
ofrece una alta estabilidad en el tiempo y permite el control de sefiales tanto DC como AC. La
relacion voltaje-corriente se expresa por la ecuacion 2.2:

(2.2)

1 . R R
lout = V, V) = —: sisecumple === —
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dondel,y, es la corriente de salid&, es la ganancia del sistemig, es la i-esima resistencia
(i = 1,2,3;4),V, es el voltaje de referencia de la entrada no inversoig; gs el voltaje de
referencia de la entrada inversora.

Figura 2.5 Fuente basica de corriente Howland.

Para ir mas alla en la estabilizacion de la intensidad luminica, se implementé el circuito Howland
mejorado con Buer mostrado en la Figura 2.6. Esta con guracion ofrece mayor exibilidad en

el control delyy, ya que la demanda de corriente de retroalimentacion se reasigna al segundo
ampli cador, lo que proporciona una mayor disponibilidad de corriente para la carga.
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Figura 2.6.a) Con guracion de fuente Howland mejorads). Con guracion de fuente Howland mejorada
con bu er.

La con guracion nal del circuito Howland mejorado con bar se implemento utilizando am-

pli cadores operacionales LMV842 y resistencias con 1% de tolerancia, con una alimentacién
unipolar deV,. = 5V, como se muestra en la Figura 2.7a, la relacién voltaje-corriente brindada
por esta con guracién, se puede encontrar en los anexos (A). La gra ca de la corriente del LED
en funcion del voltaje de referencig se presenta en la Figura 2.7b. Esta con guracion fue selec-
cionada como la solucién nal para el acondicionamiento del emisor de luz, proporcionando una
fuente de corriente controlada por voltaje que se comporta de manera lineal con una pendiente de
aproximadamente 10m#. La fuente de corriente es estable en el tiempo, y cualquier variaciéon

en la intensidad luminica del LED debido a cambios de temperatura queda enmascarada por el
ruido ambiente, lo que asegura que las mediciones de OD sean precisas y constantes durante los
experimentos.
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Figura 2.7 a) Esquematico del montaje con valores nominales de los componen@s ca de Corriente
en el LEDvs.\oltaje de referencia/.

2.4. Diseno de ampli cador de transimpedancia

Una implementacién comun de ampli cadores operacionales para transformar sefiales de corriente
provenientes de fotodiodos a sefales de voltaje, es la con guracion de ampli cador de transimpe-
dancia (TIA), ilustrada en la Figura 2.8a. Una variacion de esta con guracion consiste en someter
al fotodiodo a polarizacién inversa, como se muestra en la Figura 2.8b [61]. Ambas con guraciones
permiten realizar la conversion de corriente a voltaje por medio de la ecuacién 2.3.

Vour= I+ R (2.3)

En esta ecuacion/y, representa el voltaje de salida del TIA,es la corriente generada por el
fotodiodo en respuesta a la luz incident® gs la resistencia del lazo de retroalimentacion del TIA,

gue de ne la ganancia de transimpedancia del sistema. Las diferencias entre estas con guraciones
radican en que la con guracion de la Figura 2.8b presenta una mayor sensibilidad y un tiempo
de respuesta mas corto en comparacion con la con guracion de la Figura 2.8a. Sin embargo, esta
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Gltima tiene la ventaja de una menor corriente de oscuridad y una menor distorsion de la sefial de
salidaV,,.. Dado que los procesos de crecimiento celular son lentos y requieren alta precisién en las
mediciones, se optd por la con guracién de la Figura 2.8a debido a su baja corriente de oscuridad.
La implementacion del capacit@; en paralelo a la resistencia en el lazo de realimentacion tiene
como objetivo atenuar las posibles resonancias generadas por el comportamiento capacitivo del
fotodiodo, que se modela como se muestra en la Figura 2.9 [61].

Figura 2.8.Con guraciones de ampli cadores de transimpedancia para acondicionamiento de fotodiodos.
a) Con guracion basica del TIA para el fotodiodo con polarizacion direlg}aCon guracion del TIA para
el fotodiodo con polarizacion inversa.

En este modelo, la corriente es la corriente generada por la intensidad luminica percibida por
el fotodiodo, |4 es la corriente de oscuridadi ges la corriente generada por ruido. El capacitor
Cq4 modela el comportamiento capacitivo del fotodiodo, mientrasRyuepresenta su resistencia,

la cual suele despreciarse. La resistencia del Rzmon una tolerancia del 1%, la capacitancia
del fotodiodoCy y las caracteristicas del ampli cador pueden generar resonancias en el circui-
to, afectando la respuesta en frecuencia del sistema. La inclusion del cafa@toel lazo de
retroalimentacion atenlia estos efectos de resonancia]64é calcula de la siguiente forma:

1

P

C
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dondeB es el Producto Ganancia-Ancho de Banda (GBW, por sus siglas en inglés) en Hz.

Figura 2.9.Modelo de fotodiodo no ideal (derecha), que muestra los efectos de la corriente de oscuridad
l4, corriente debida al ruidt,, fendbmenos capacitivdSy y resistivosRy, en comparacion al modelo ideal
(izquierda), donde solo se observa la corridnrtgenerada por la intensidad luminica.

Figura 2.10Montaje experimental del ampli cador de transimpedancia con valores nominales de los com-
ponentes. El circuito logra la conversion y ampli cacién de corrientes en el ordgi\ devoltajes en el
orden de unidades de voltios, y atenla posibles resonancias gracias al capacitor en el lazo de retroalimenta-

cion.
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Para el montaje experimental, se consideraron los valores de respuesta de corriente del fotodiodo
BPW34 [62] a una longitud de onda con el 55 % de respuesta espectral, aproximadamente. Para
fotocorrientes entre 0.1 y 14\, se calculd con la ecuacion 2.3 una resistencia entre 1y 10 M

para obtener una conversion en el orden de magnitud de unidades de voltios, algunas de las ca-
racteristicas principales de este fotodiodo para esta aplicacion se pueden observar en la Tabla 2.1.
Ademas, se seleccioné el ampli cador operaciddsliC6081[63] por su baja corriente de set

(los = 5 fA), su bajo voltaje de oset Vos = 150uV), y suGBWde 1.3 MHz, un resumen de las
caracteristicas principales de este ampli cador operacional para esta aplicacion se muestran en la
Tabla 2.2. Con estos valores Bg, GBWy capacitancia del fotodiodGy = 70 pF, se calculd el

valor minimo deC, utilizando la ecuacion 2.4, obteniéndd3e 0:30 pF. El circuito esquematico

con los valores nominales de los componentes se muestra en la Figura 2.10.

Tabla 2.1 Caracteristicas principales del fotodiodo BPW34 a temperat@%C y con voltaje en inversa
VR [62].

Parametro Valor

Intervalo de temperatura de operacion -40°C a+100°C
Rango Espectral 400 nm a 1100 nm
Sensibilidad relativa a 625 nm 55 %

Super cie activa 7.5 mnt

Corriente de oscuridad (Vg = 10 V) 2 nA (tipico)
Tiempo de subida /g = 10 V) 100 ns (tipico)
Capacitancia (Vg = 0) 70 pF (tipico)
Voltaje de ruptura 60 V (minimo)

Tabla 2.2. Caracteristicas principales del ampli cador operacional LMC6081, valores tipicos bajo
condiciones de operacion: temperatara5°C, alimentacion V=5VyV =0V [63].

Pardmetro Valor

Intervalo de temperatura de operacion -40°C a+100°C
Voltaje de o set (Vos) 150pV
Corriente de 0 set (ps) 5fA

GBW 1:3MHz

Slew Rate (SR) 15Vpus?t

CMRR 85dB
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Dado que la hoja de datos del fotodiodo BPW34 presenta escalas logaritmicas para la relacion
entre la intensidad luminica y la corriente, lo que impide una extraccion precisa de la informacion,
se procedio a caracterizar experimentalmente el sistema completo mostrado en la Figura 2.10 para
determinar su respuesta a las variaciones de intensidad luminica. La curva de calibracion resultante
se muestra en la Figura 2.11.

Figura 2.11.Curva de calibracion y su linealizacién del TIA implementado en la Figura 2.10. En el eje
horizontal se representa la intensidad luminica generada por la fuente de luz, donde 0 corresponde a la nula
emision del LED y 1 a la maxima intensidad posible; en el eje vertical se muestra la respuesta en voltaje a
las distintas intensidades luminicas.

La curva de calibracion permite describir las caracteristicas del sistema de sensado de intensidad
luminica [61] en el rango de operacion del LED vy, por lo tanto, de la variable de interés OD,
gue se calcula mediante la ecuacién 1.2. Aunque podria pensarse que el fondo de escala de salida
de voltaje del TIA abarcaria todo el rango de medida del LED (de intensidad luminica minima

a maxima), la verdadera variable de interés (OD) esta limitada por la capacidad del ADC para
detectar valores de intensidad luminica muy bajos. En un conversor de 10 bits, la minima intensidad
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detectable ek = 15=1023, lo que limita el valor de OD maximo medible a un valor de 3.

La bondad del ajuste de la regresion lineal mostrada en la curva de calibracion de la Figura 2.11 se
evallia mediante el vald®. Sin embargo, una métrica mas adecuada es4inealidad .y, que
cuanti ca la maxima desviacion entre la regresion lineal y los datos experimentales [61]:

Ly = (Yrea  Ymaxmax (2.5)

dondeY,ey €s el dato real medido Ynax €l valor predicho por la regresion. Leo-linealidad
obtenida para la Figura 2.11 fue dg = 0:025 V (equivalente a 6 de los 1024 niveles del ADC),
correspondiente a un valor @D = 0:002. Esto implica que cualquier variacion de la medida de
salida mayor a 0.002 se debe a cambios del valor de OD del medio, por lo que el valor que puede
resolver el sensor es de 0.002, estos valores se resumen en la Tabla 2.3:

Tabla 2.3. Resumen de las caracteristicas del ampli cador de transimpedancia para la determina-
cién de OD.

Fondo de escala de salida (u.a) No-Linealidad vy (u.a.) \ Resolucioén (u.a.)
0.000 - 3.000 \ 0.002 \ 0.002

Particularmente, segin Koch [13], las medidas de OD para crecimientos celulares son con ables
hasta valores de 0.3, por lo que una resolucion de 0.002 se encuentra dentro de un margen de
tolerancia menor al 1 %, mas que su ciente para la medicion de concentracion celular en entornos
industriales. Por lo tanto, cualquier variaciéon de OD mayor a 0.002 puede atribuirse a la dinamica
del crecimiento celular.

2.5. Filtro analogo

Una correlacién precisa entre la intensidad luminica y la concentracion celular requiere de una
adecuada discriminacion entre las sefiales de interés y los efectos no deseados, denominados como
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ruido. Parte de este ruido proviene de fuentes electromagnéticas, como la luz natural y arti cial, la
induccién de sefiales ambientales (radio, Wi-Fi, etc.), equipos externos cercanos, e interferencias a
través de las lineas de alimentacion del sensor. Si bien el tratamiento digital puede eliminar parte
del ruido, durante el procesamiento de sefales, al convertir de analogo a digital, se debe tener en
cuenta el fendmeno daliasing Este ocurre cuando el sistema digital no puede distinguir entre
dos (0o mas) frecuencias, lo que genera confusién en el dominio de frecuencias. Matematicamente,
cuando se utiliza un DAC (o ADC) con una frecuencia de muedtyémon periodag = 1=f;) to-

mandon muestras para una seixaton frecuencidy, esta puede confundirse con otras frecuencias
fuera del rango de muestreo, como se describe en la ecuacion 2.6 [64]:

x(n) = Serf2 fonts) = Serf2 (fo + kfs)nty) (2.6)

dondek puede tomar cualquier valor entero, positivo 0 negativo. Aunque se trabajé con sefales
DC, la ecuacién 2.6 implica que ciertas frecuencias podrian confundirse con la sefial DC durante
la conversion ADC (o DAC), lo que afectaria las mediciones. Para atenuar el ruido electromagné-
tico y los efectos daliasing se utilizo la herramienta de disefio de Itros de Texas Instruments
[65]. Se disefiaron Itros activos pasa-bajas de segundo y cuarto orden, con ganancia unitaria y
una frecuencia de corte de 15 Hz, utilizando ampli cadores operacionales LMV842 [66] en con-
guracion Sallen-Key [61, 67]. El disefio nal implementado fue un Itro de cuarto orden, cuyo
esquematico se muestra en la Figura 2.12.

Figura 2.12Filtro pasa-bajas analogo de cuarto orden con frecuencia de corte de 15 Hz implementado.

Enla Figura 2.13b se pueden observar los efectos de la aplicacion del Itro (con respecto a la Figura
2.13a, logrando una atenuacion del ruido hasta un nivel de aproximadan@ntt, resaltando
en un recuadro gris la atenuacion de la frecuencia de 60 Hz.
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Figura 2.13a) Espectro de potencia de la sefial medida a la salida del TIA sin Itro (abajo) y de la sefial
sensada por el ADC (arriba)) Espectro de potencia de la sefial sensada en voltios con la implementacién
del Itro de cuarto orden. Se observa una atenuacion de frecuencias hasta aproximadsBfetBepara
frecuencias superiores a 15 Hz resaltando en un recuadro gris, la atenuacion de la frecuencia de 60 Hz.

Finalmente, en la Figura 2.14 se muestra la implementacién en protoboard de los circuitos de-
sarrollados descritos en las secciones 2.3-2.5 para el sistema de control de intensidad luminica y
acondicionamiento de sefial.
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Figura 2.14Implementacion en protoboard del prototipo del circuito de control de intensidad luminica y
acondicionamiento de sefial.

2.6. Blindaje y conectores

Aunque la implementacién del Itro presentada en la seccién anterior logré reducir el ruido elec-
tromagnético y los efectos @diasing durante algunos experimentos, se detectaron fenémenos de
induccién electromagnética en los cables de conexion entre el encapsulado (par emisor-receptor),
la protoboard y el sistema de adquisicion de datos. Esto se debid a la operacion de equipos cercanos
a la electronica del sensor. Dado que el desarrollo del sensor esta orientado a entornos industriales,
resulté fundamental implementar un apantallamiento en el cableado. Para mitigar estos problemas,
se utilizé cableado blindado y un conector M12, seleccionado por sus caracteristicas especi cas
para entornos industriales. Estos conectores ofrecen proteccion contra ruido electromagnético e
interferencias de radiofrecuencia, ademas de impedir la entrada de polvo y agua, cumpliendo con
la norma de proteccion de ingreso IP67 [68]. También son faciles de conectar mediante rosca y
ofrecen resistencia al estrés mecénico [69].
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2.7. Diseino de PCB del dispositivo de acondicionamiento
de sefales

Para lograr mayor versatilidad y permitir la independencia del sensor con respecto a la fuente de
voltaje y la plataforma PXI, se propuso un disefio de PCB de dos capas que integre la electrénica
desarrollada en las secciones 2.3 a 2.5. La PCB incluye alimentacion y comunicacion median-
te protocolos USB HID a través de un puerto USB tipo C, lo que permite la conexién directa a
cualquier computador. El microcontrolador seleccionado debia cumplir con los siguientes requeri-
mientos: un ADC de resolucion minima de 10 bits, capacidad de comunicacién USB, y un DAC
de al menos 8 bits de resolucion para controlar la corriente del LED dentro del rango de 0 a 2 V.
Dado que los cultivos celulares son procesos lentos, las velocidades de operacion requeridas se
limitan a las su cientes y necesarias a pesar el alto ancho de banda que soporta la comunicacion
USB HID. El disefio de la PCB se realiz6 utilizando el software Altium Designer, siguiendo las
recomendaciones descritas en [70] y se aplicaron las siguientes reglas generales para el disefio:

= Distancia minima de 6 mil entre pistas, pads y vias.

= Grosor de pista de 20 mil (siendo 1 ml0.001 pulgadas) para lineas de alimentacion y
tierra, garantizando hasta 3 A de corriente, y de 10 mil para pistas de sefial.

= Mas del 75 % de una capa dedicada a un plano de tierra.

= Evitar vertidos de cobre en la capa de sefial para reducir el acoplamiento entre pistas y las
resonancias inducidas por ruido electromagnético externo.

= Vias con un didmetro de 25 mil y agujero de perforacion de 13 mil para facilitar la fabrica-
ciéon de la PCB.

= Un Unico plano de tierra para todo el circuito, separando fisicamente los componentes ana-
logos de los digitales.

= Capacitores de acople de 10 d®cerca de los pines de alimentacion de todos los compo-
nentes.

El microcontrolador utilizado fue el MK22FN128VLH10, y se implementaron componentes de
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montaje super cial. El resultado nal es la PCB mostrada en la Figura 2.15, la cual representa el
circuito nal tras todas las pruebas realizadas.

Figura 2.15Disefio PCB de la tarjeta de acondicionamiento, adquisicion y control del sensor éptico.




3. Caracterizacion del sensor de
densidad oOptica

En este capitulo se presentan los experimentos realizados para caracterizar el funcionamiento del
instrumento. De manera general, el procedimiento de las mediciones consistio en tres etapas. Pri-
mero, se realiz6 una medicion inicial de la intensidad luminica transnigt@é&avés de un medio

de referencia, denominada como medicionldlahca Luego, se modi cé el medio mediante el
aumento de material dispersivo, realizando una nueva medicion de la intensidad luminica trans-
mitida |. Finalmente, se calculo el valor de OD (densidad Optica) utilizando la ecuacion 1.2, que
relaciona el valor de OD con las propiedades de un medio turbio, incluyendo el coe ciente de ab-
sorcion molar (también conocido como coe ciente de extincién molar, en &t), el camino

optico del medid en cm, y la concentracion mol@ren gemol.

A continuacion, se describen en detalle los procedimientos y resultados de cada uno de los experi-
mentos realizados para la caracterizacion del sensor.

3.1. Pruebas con soluciones de azul de metileno

La primera prueba realizada para la caracterizacion del sensor fue la medicién de OD de una
solucion de azul de metileno {§H15CIN3S), ya que este compuesto presenta comportamientos de
absorcion de luz en el rango del rojo visible, los cuales pueden modelarse mediante la ecuacion
1.2 para bajas concentraciones en medios acuosos. Esto permite una veri cacion rapida y precisa
de las mediciones, donde se espera un comportamiento lineal entre la OD y la conce@tracion

Para este experimento se utilizaron los siguientes materiales y equipos: agitador magnético DLAB
MS7-H550-Pro, beakers de 500 mL, pipetas de 10001 mL, jeringas de insulina de 1.000.02
mL, azul de metileno y agua destilada. El experimento consistié en medir la OD de una solucion

39
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de azul de metileno en agua destilada, variando los porcentajes volumétricos de 16, 19, 23, 28, 33,
40, 48, 58, 69, 83 y 100 %. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3.1.

Figura 3.1 Medicién de densidad 6ptica para diferentes concentraciones Volumen:Volui8rdé/azul
de metileno en agua destilada , para una longitud de onda de 625 nmy un camino 6ptico de 1 cm.

Como se puede observar en la Figura 3.1, el comportamiento es lineal, con una pendiente de 0.002,
un intercepto de 1.478 y un coe ciente de determinaciéiRtle 0.99912, lo cual es consistente

con las caracteristicas del azul de metileno en bajas concentraciones. Utilizando la ecuacion 1.2,
se calculo el coe ciente de absorcion molar dividiendo el intercepto de la regresién por el camino
optico del sensar= 1 cm, obteniendo un valor de= 0:002M cm ™.

3.2. Pruebas con suspensiones acuosas de leche

Se realizaron mediciones de OD en mezclas de agua destilada con leche entera comercial que
contiene 3.6 % de grasay 3.1 % de proteina [71]. El experimento consistié en preparar diez mezclas
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con diferentes concentraciones de leche en agua, manteniendo un volumen total constante de 300
mL para todas las mediciones. Las concentraciones evaluadas fueron de 0, 1, 3, 5, 10, 15, 25, 50,
75y 100 % (por ejemplo, 25 % corresponde a 225 mL de agua 'y 75 mL de leche). Los materiales
utilizados en el experimento fueron: un agitador magnético DLAB MS7-H550-Pro, beakers de 500
mL, pipetas de 10.0 0.1 mL, jeringas de insulina de 1.000.02 mL, leche comercial (3.6 % de
grasay 3.1 % de proteina) y agua destilada.

Las mediciones de OD obtenidas se muestran en la Figura 3.2, donde se distinguen tres tipos de
comportamiento para las mezclas de leche en agua. El primer comportamiento se observa entre
concentraciones de 0-5%, donde el valor de OD aumenta debido al incremento de particulas de
leche que dispersan la luz. El segundo comportamiento se presenta entre 5-15 %, con una ausencia
de cambios signi cativos en OD. Finalmente, a concentraciones mayores de 15 %, se aprecia un
nuevo incremento en los valores de OD.

Figura 3.2 Mediciones de OD a una longitud de onda de 625 nm en mezclas de agua destilada con leche
comercial (3.6 % de grasa y 3.1 % de proteina). Se incluye la comparacion con resultados de otros autores a
longitudes de onda cercanas.
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Para explicar estos resultados, se consideran los modelos de dispersion de luz de Rayleigh y Mie,
ya que la leche se compone de agua, grasa, proteina, lactosa y minerales. La dispersion de la luz en
la leche se atribuye principalmente a las particulas de grasa, con tamafios que varian desde cientos
de nandmetros hasta micrometros, y a las particulas de proteina, con tamafios entre 50 y 680 nm
[72]. Estudios previos han utilizado modelos de dispersion de Rayleigh para las proteinas y de Mie
para las particulas de grasa, con el n de evaluar la calidad de la leche [73-75].

El aumento de OD observado entre 0-5% de concentracion se debe principalmente a efectos de
dispersion unica de la luz, resultado de interacciones individuales entre fotones y particulas. Entre
5-15% de concentracion, comienzan a aparecer interacciones entre particulas de grasa y efectos
de mudltiples dispersiones de la luz, lo que reduce la cantidad de fotones detectados [76, 77]. A
concentraciones mayores de 15 %, las particulas tienden a agregarse, formando aglomeraciones
gue reducen el numero de dispersiones y, por lo tanto, la OD medida.

Las mediciones de OD al 100 % de leche se compararon con las realizadas por Pardakar et al.
[30] y Haugaard [75]. En nuestro experimento, el valor de OD obtenido fue de 0.55, mientras que
Pardakar et al. reportaron un valor de 0.52 a una longitud de onda de 653 nm, lo que representa
una diferencia del 6 %. Haugaard obtuvo un valor de 0.59, lo que implica una diferencia del 7 %.
Estas discrepancias pueden atribuirse a variaciones en las muestras de leche, como diferentes con-
centraciones de grasa y proteina, presion y temperatura de homogeneizacion, factores que afectan
las propiedades Opticas de la leche [75, 78, 79]. Ademas, mientras que los autores utilizaron es-
pectrofotometros comerciales con luz monocromatica, nuestra fuente de luz tiene un pico en 625
nmy un ancho de banda de 10 nm, y, que si relacionamos con la ecuacion 1.1, resulta en diferentes
valores para el parametro tamafio de particula, lo cual resulta en fendmenos dispersivos diferentes
y por tanto diferentes valores de OD [75]. Cabe mencionar que el presente trabajo no profundiza
en estas diferencias, ya que el objetivo principal es el desarrollo del sensor, mas que el estudio
detallado de las propiedades de la leche.

3.3. Pruebas de crecimiento de cultivos celulares

El sensor Optico se puso a prueba para comprobar su funcionamiento con el monitoreo del cre-
cimiento de cultivos celulares en tiempo real, el organismo celular escogidsaftetharomyces
CerevisiaePara la realizacion de este experimento se utilizaron los siguientes materiales: agitador
magnético con calentamiento DLAB MS7-H550-Pro, beaker de 500 mL, 300 mL de agua destila-
da, 1 g de levadura activada seca comercial (concentracion (fe),&o g de panela (que provee
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una concentracion de glucosa aproximada de %)).B g sulfato de amonio ((NHLSO) (concen-

tracion de 10.(§)y 2 g de sal no iodada (concentracion de Ii!i).?Para realizar el experimento, el
beaker se llené con 300 mL agua y se calentd en el agitador a temperatura de punto de ebulliciéon
para la esterilizacion del beaker, sensor optico, sensor de temperatura y componente de agitacion.
Posteriormente se enfrié hasta una temperatura de 30 °C antes de introducir los nutrientes y la
levadura a una agitacion de 200 rpm. Una vez observada la correcta homogenizacion de medio,
se tomo la medida de la mezcla como blanco y se dejo en operacién el sensor 6ptico durante el
proceso de cultivo. EI montaje experimental se presenta en la Figura 3.3y los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 3.4.

Figura 3.3 Montaje experimental para el monitoreo del cultivoSiecharomyces Cerevisiae
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Figura 3.4.a) Evolucién de OD en funcién del tiempo del cultivo 8accharomyces Cerevisidel expe-

rimento montado en la Figura 3.3, donde se pueden observar las fases de latencia (0-2 horas), exponencial
(2-10 horas) y estacionaria (10-22 hordg)Per | de concentracion de azlcar (sugar concentration) y curva

de crecimiento d&accharomyces Cerevisiabtenida a partir de curva de calibracion entre OD (a 620 nm)

y concentracién celular (cell concentration) por medio de mediciones de peso seco, realizado por Shafargat
et al.[51].

En la Figura 3.4a se muestra el resultado obtenido desde el montaje experimental presentado en
la Figura 3.3, mientras que en la Figura 3.4b se presenta un experimento realizado por Shafargat
et al. [51], donde se relaciond la concentracion de azlUcar con concentracion celular de un culti-
vo de Saccharomyces Cerevisjagstimado a partir de una curva de calibracién entre OD a 620

nm y mediciones de peso seco. Motivo por el cual, la informacién que brinda el comportamiento
de la concentracion celular observada en 3.4b, permite aproximar al comportamiento de OD de
dicho cultivo [41]. Este analisis nos permite comparar la evolucion de OD de dos cultivos inde-
pendientes d&accharomyces Cerevisiaen una misma concentracién inicial de glucosagﬁao

de la siguiente manera: En ambas guras, 3.4ay 3.4b, se puede apreciar la evolucion de OD de los
cultivos, en las primeras 2 horas, los cultivos se encuentran en la fase de latencia, donde las tasas
de variacion de OD son notablemente menor respecto al de la siguiente fase correspondiente al
crecimiento exponencial (2-10 horas), donde las tasas de variacion de OD son maximas, y que se
mantienen hasta alcanzar un pico de OD alrededor de las 10 horas, momento en el cual los cultivo
se estabilizan y las tazas de variacion de OD se vuelven aproximadamente nulas, correspondiente
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