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RESUMEN

La importancia de la instrumentacion de un biorreactor prototipo
radica en la necesidad de tener en los cultivos un control que per-
mita optimizar el proceso. La estrategia de control comienza con la
mediciéon de las variables que proveen un ambiente adecuado en
un proceso de fermentacion. El disefio y construccion de los ele-
mentos necesarios para el monitoreo de las variables del biorreac-
tor, requirieron conocimientos de las necesidades del biorreactor y
su operacion especifica, asi como de los circuitos electrénicos invo-
lucrados en los dispositivos de medicién. Asi, se realizé el disefio de
todos los dispositivos para la medicion, como también los controla-
dores de las variables tales como agitacion, temperatura, nivel e
impedancia. Por ultimo, se llevé a cabo la construccion de la esta-
cion de trabajo tomando en cuenta las caracteristicas de funciona-
lidad, dimensién, transportacion del prototipo. De esta manera, se
logré controlar un proceso fermentativo en un biorreactor prototipo
con instrumentos de disefio y construccién propios.
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ABSTRACT

The instrumentation of a bioreactor prototype is settled in the control
of yeasts that allow us to optimize the process. The control strategy
begins with the measurement of the variables that will provide an
adequate environment in a fermentative process. The knowledge of
the bioreactors, their requirements and specific operation, as well as
the electronic circuits of the measurement devices, was required in
order to design and construct all the necessary elements for the
monitoring of the variables involved in a fermentative process. Not
only the design of the devices for the measurement, but also the
controllers for the variables such as agitation speed, temperature,
water level and impedance was performed. Furthermore, a work sta-
tion was constructed, based on the characteristics of functionality,
dimensions and transport of the prototype. Finally, the control of a
fermentative process in a prototype bioreactor with instruments of
our own design and construction was achieved.

Key Words:
Fed-batch, yeast, control.
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INTRODUCCION

Las caracteristicas basicas de evolucion de un pro-
ceso de fermentacién son representadas en for-
ma de una curva de crecimiento y medicion, és-
tas fueron estudiadas debido la necesidad de
caracterizacion de los instrumentos de medicion
propuestos. Se incluyen también los tipos de bio-
rreactores, su disefio, instrumentacién y modos de
operacion, para comprender el porqué del dise-
fio de los medidores. Por otro lado se explican las
caracteristicas del microorganismo Saccharomy-
ces cerevisiae, utilizado en las fermentaciones. Por
otra parte, debido a que el sistema de medicién
de concentracion de biomasa se realiz6 basado
en los principios de medicién impedanciométrica,
se revisan estos conceptos, explicando los ante-
cedentes, métodos y aplicaciones, para dar una
idea mas clara del método propuesto para la
medicidn. Por ultimo, debido al disefio del sistema
de agitacién del biorreactor utilizado, en donde
se tomaron en cuenta las caracteristicas de los
motores eléctricos, su arranque, medicion de ve-
locidad, instalacién y control, para asi poder reali-
zar las modificaciones necesarias al sistema de
agitaciéon propuesto.

Los procesos fermentativos

El crecimiento en un sistema biolégico se define
con elincremento ordenado de todos los compo-
nentes quimicos!. Dicho crecimiento es de suma
importancia en los procesos de fermentacion, ya
que manteniendo controlado dicho crecimiento,
se mantiene controlada la produccién del meta-
bolito de interés.

Todo cultivo de microorganismo inoculado en
un medio, pasa por diversas fases en un proceso
de fermentacion (Figura 1). Dichas fases son: la fase

Logaritmo de la biomasa
Fase de retardo
Fase exponencial
Fase estacionaria
Fase de muerte

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento de un cultivo discontinuo.

de latencia, fase exponencial, fase estacionaria 'y
fase de muerte.

Medicién del crecimiento microbiano

Existen diversos métodos para medir el crecimien-
to de los microorganismos como peso seco, ab-
sorbancia, nimero de células viables, contador de
células, etc.

La medicion del peso seco de las células es
una manera directa de conocer la biomasa.
Consiste de separar las células del medio, filtran-
dolas con papel filtro con poros en la medida
de micrémetros; posteriormente, se secan dichos
filtros y se pesan. Este método es largo y no tan
preciso como se desearia, es por ello que se re-
quieren balanzas con precisiones de menos de
1 mg. Asimismo, este método no es selectivo,
debido a que determina tanto las células muer-
tas como las viables.

Otro método utilizado es la absorbancia, la cual
determina la cantidad de luz dispersada por una
suspensidn de células. Se basa en el hecho de que
las particulas pequefias dispersan la luz de mane-
ra proporcional a su concentracion!. En fechasre-
cientes un método basado en la relacién de im-
pedancia del medio se ha estado desarrollando,
este método necesita del desarrollo de una fuen-
te externa de corriente, que introduzca una sefial
oscilatoria al medio, con la cual se realice un sen-
sado de la sefial complementaria (voltaje) y asi
poder determinar el valor de la impedancia en el
transcurso de un proceso de fermentacion, esta
variable es dependiente de la concentracién de
microorganismos en el medio y representa una al-
ternativa de medicion.

Biorreactores

Un biorreactor o fermentador se define como
“aquel dispositivo que proporciona un medio
ambiente controlado que permite el crecimien-
to eficaz de las células y la formacién de un
producto”?. El medio ambiente adecuado que
proporciona un biorreactor, tiene que tener nive-
les 6ptimos de temperatura, pH, sustrato, sales, y
oxigeno, para asi convertir las materias primas en
productos especificos (metabolitos) de interés®.

Tipos de biorreactores

Existen distintos tipos de biorreactores, basicamen-
te tres*:
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<+— Motor

Deflectores

v

Agitador
L .

= Fermentadores bucle agitado por aire (air-lift)
= Fermentadores de torre
< Fermentadores con agitacién mecanica

Los fermentadores con agitacion basicamente
consisten de un tubo cilindrico con un agitador en
el fondo o en la parte superior (Figura 2), estos son
los fermentadores mas comunmente usados de-
bido a su facil operacién, confiabilidad y duracion.
Por estas caracteristicas se eligio este tipo de bio-
rreactor para nuestro caso.

Estos biorreactores pueden variar en capaci-
dad desde 1 litro hasta 30 litros. En estos tipos de
fermentadores es necesario un motor para po-
der llevar a cabo la agitacion, el motor debera
generar la suficiente potencia para asegurar que
el medio de cultivo en el fermentador perma-

<4— Camisa . )
Figura 2. Biorreactor de

tanque agitado mecani-
camente.

Figura 3. Deflectores.

nezca como una mezcla homogénea, para un
biorreactor de 20 litros un motor de 1 kwatt es
suficiente.

Las operaciones realizadas por estos biorreac-
tores son las siguientes?:

1. Homogeneizacion, para mantener tempera-
tura y distribucién de concentracién unifor-
mes.

2. Mezcla sélido/liquido, para mantener una sus-
pension con una distribuciéon de solidos unifor-
me.

3. Procesos liquido/liquido, para dispersar una
fase en otra, formar emulsiones y realizar ex-
tracciones.

4. Procesos gaseoso/liquido, para dispersar el gas
en los liquidos, airear el liquido.

5. Intercambio de calor.
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Estos biorreactores cuentan con un sistema de
agitaciéon mecanico, y el nUmero de propelas tie-
ne que ver con el tamafio del mismo, se coloca
a lo largo del eje cilindrico del reactor, lo cual
favorece también el intercambio de calor. Asimis-
mo, cuentan con baffles (deflectores), los cuales
son cortadores de corriente para prevenir la for-
macién de voértices en el medio (Figura 3). Gene-
ralmente se colocan cuatro deflectores. La tem-
peratura del medio se mantiene por la camisa
de metal o vidrio.

Existen distintos tipos de agitadores, algunos
mantienen el flujo en alineacién axial y otros en
alineacion tangencial o radial. La forma de di-
chos agitadores depende de la viscosidad del li-
quido3. Dependiendo del tipo de agitador que se
seleccione, sera el patron de flujo y de los vorti-
ces generados; todo esto se calcula por para-
metros como tiempo de mezclado, transferencia
de masa y de calor, etc. En nuestro caso, el tipo
de agitador utilizado es turbina plana con deflec-
tores laterales.

Disefio e instrumentacién de biorreactores
La instrumentacién y control de un biorreactor re-

quiere de sensores que midan las variables de un

Dinamémetro

Galga \

—

_/

Deteccion
espuma

N

Temperatura

[

proceso fermentativo, y sistemas que ajusten el
equipo a un punto 6ptimo de operacion. Ideal-
mente, los sensores deben de estar en linea, para
medir las propiedades fisicas del cultivo, estos sen-
sores deben ser esterilizables para asegurar la asep-
sia del proceso. Sin embargo, no todas las medi-
ciones pueden ser hechas en linea, algunas
medidas fuera de linea, requieren de tomar mues-
tras y analizarlas, lo cual consume tiempo y hace
lenta la respuesta de control (biomasa, sustrato,
metabolitos, etc.). En la Figura 4, podemos obser-
var los principales instrumentos de medicién en un
biorreactor.

Los sensores de propiedades fisicas pueden ser
monitoreados continuamente, y son la temperatu-
ra, presion, poder de agitacion, velocidad de agi-
tacion, viscosidad del medio, flujo y concentracion
de gasesy fluidos, espuma, volumen y masa®. Los
utilizados en el prototipo son de agitacién, tempe-
ratura y nivel de liquido.

Para la medicion de las propiedades quimicas
se utilizan electrodos esterilizables al vapor, de pH,
redox, oxigeno disuelto y CO,. El mas utilizado es
el de pH, aunque no tiene utilidad para todas las
fermentaciones, sélo en las de tipo continuo don-
de se necesita mantener un valor estable de aci-
dez o basicidad. Para ello, contamos con senso-
res de pH y oxigeno disuelto.

Tacémetro

Electrodo pH

Ki Electrodo Redox

«4—— Electrodo DO

Recuperacion de
producto

Medicion de biomasa
W (espectrofotometria,
turbidimetria)

Flujo de entrada I
de gas

Figura 4. Instrumentacion
de un biorreactor.
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Cuadro 1. Instrumentos de medicién en linea?.

Variable Equipo

Temperatura Termdmetros, termistores.

Presion Manémetros, galgas.
Volumen Sensores de nivel.
Espuma Sondas metalicas.

Velocidad del agitador Tacémetro

Velocidad del flujo Rotamero, medidor térmico.
gaseoso
Flujo liquido Agitadores, turbinas, rotameros,
transductores de flujo, bombas
peristalticas.

pH Electrodo de referencia de vi-
drio combinado.

Electrodo polarogréfico.
Electrodo.

Analisis paramagnético.
Analisis infrarrojo.
Espectroscopia de masas.

O, disuelto

CO, disuelto

O, fase gaseosa
CO, fase gaseosa
Analisis de gases

Modos de operacion

Los biorreactores, tienen basicamente tres modos
de operacion para realizar las fermentaciones:

Sustrato > Recuperacion de

—>

Microorganismo T producto

Tiempo de fermentacion.
El cultivo no se toca, sélo
para tomar muestras.

1. Modo lote (Batch)
2. Modo lote alimentado (Fed-Batch)
3. Modo continuo

Los modos de operacién por lote, son modos
discontinuos de operacién, el modo lote es comun-
mente llamado discontinuo, mientras que el modo
lote alimentado se conoce como discontinuo ali-
mentado a intervalos

En nuestro caso, se utilizé el modo lote, en el
cual, todas las materias primas necesarias para
producir (sustrato) se introducen al inicio de la fer-
mentacion, el objetivo es la producciéon de un
metabolito cuyo valor es mayor al de la materia
prima. Este cultivo se deja en operacion por un cier-
to tiempo (tiempo de fermentacién). Al final de la
fermentacién se recuperan los productos de inte-
rés (Figura 5). Sélo se utilizan cuando se requiere
una cantidad pequefia de producto.

Saccharomyces cerevisiae
El microorganismo utilizado, Saccharomyces ce-

revisiae (Figura 6) es una levadura a la que, para
obtener el producto deseado, se manipula el me-

Alcohol,
Antiobidticos,
Lacteos
fermentados,
Biomasa, etc.

Figura 5. Diagrama de fer-
mentacién modo lote.

Figura 6. Saccharomyces
cerevisiae.
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Cuadro 2. Métodos impedanciométricosé.

Método Caracteristicas

Puentes para medir cambios de impedancia
o conductancia.

Puentes para medir el cociente de impedancia
de una celda de referencia sobre la suma de
las impedancias de referencia y una celda
inoculada

Generador de corriente constante aplicado a
una celda inoculada y un demodulador
sensible a la fase.

Una fuente de tension senoidal aplicada a

una celda inoculada a través de un resistor
serie para medir la impedancia bipolar.

El método tetrapolar.

Balanceados inicialmente contra una celda estéril para
disminuir variaciones de temperatura u otros parametros.

Este arreglo reduciria cambios extra-bacterianos.

Esta técnica permite obtener sefiales proporcionales a las
componentes resistiva total, reactiva total y médulo de
impedancia total

Las tensiones medidas en el resistor serie, la celda de cultivoy la
fuente permiten calcular por medio de la ley de Ohm y el
teorema del coseno, el médulo de la impedancia y sus
componentes resistiva y reactiva totales.

Es similar al bipolar, pero evita la impedancia de la interfase
electrodo-electrélito, y sélo mide la resistencia del medio de
cultivo.

El método bi-frecuencia.

Basado en la técnica de Schwan, emplea las propiedades

dependientes de la frecuencia de la impedancia de interfase
para separar las componentes de medio e interfase de la
impedancia bipolar.

dio al controlar la cantidad de sustrato afadido
en una fermentacién por lote alimentado, pode-
mos controlar la cantidad de producto y el pro-
ducto de nuestro interés. A cantidades limitadas
de sustrato, existe una mayor produccién de bio-
masa, mientras que al aumentar el sustrato, se tie-
ne una mayor produccién de etanol.

Por ello, para este microorganismo, se controla
principalmente la cantidad de CO, que sale y el
O, que entra, para poder predecir el producto a
obtener. Generalmente, el microorganismo se co-
loca en un medio de cultivo nutritivo con extracto
de levadura, glucosa y minerales necesarios para
su crecimiento.

Impedancia

La impedancia se define como la oposicién total
que un elemento ofrece ante el flujo de una co-
rriente alterna a una frecuencia dada, y se repre-
senta como una cantidad compleja la cual es
mostrada como un plano vectorial. La impedan-
cia eléctrica como principio de transduccién ha
sido aplicada en una gran variedad de problemas
biolégicos, fisioldgicos y médicost. Una aplicacion

relativamente reciente es el monitoreo automati-
co de impedancia en los procesos biotecnologi-
cos. La técnica consiste en realizar mediciones de
las componentes de impedancia (por ejemplo
conductancia, capacitancia, impedancia o angu-
lo de fase) empleando el método bipolar, o el te-
trapolar, con electrodos sumergidos en una celda
que contiene un medio de cultivo inoculado que
es mantenido a temperatura constante.

Para medir la impedancia de un cultivo, se apli-
ca un campo eléctrico senoidal entre dos electro-
dos. Existen principalmente dos parametros que
describen las propiedades eléctricas de una mues-
tra: €, que es la permitividad eléctrica para la ca-
pacitancia; y g, que es la conductividad. Ambos
parametros se afectan por la concentracién de
biomasa. En un sistema de temperatura controla-
da, pueden utilizarse estos métodos para monito-
rear la biomasa. Existen instrumentos comerciales
para realizar estas mediciones, como el Bactoma-
tic o el Bactobridge, sin embargo, su costo es muy
elevado’.

En deteccidén y cuantificacién, las ventajas de
laimpedancia respecto de los métodos clasicos,
como el conteo de células, son notables. Los tra-
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bajos publicados cominmente se limitan a una
capacitancia y resistencia total bipolar medidas
a una frecuencia Unica, sin discriminar en la com-
ponente resistiva el medio de la interfase, y ade-
mas sin comprender claramente que informa-
cién representa la capacitancia o la resistencia
medida. Tampoco hay una técnica comun para
realizar las mediciones y hasta puede encontrar-
se trabajos con opiniones opuestas. Como con-
trapartida, en las mediciones de impedancia
del medio, hay mas fundamentos tedéricos ba-
sados en diversos trabajos que se remontan a
las primeras décadas del siglo XX, pero que re-
cientemente se aplicaron en forma practica en
la biotecnologia®.

Métodos

Existen varios métodos para medir impedancia.
Para escoger el adecuado, se deben considerar
los requerimientos y condiciones de nuestras me-
diciones, asi como factores como cobertura de
frecuencia, rango de medicién, precision y facili-
dad de uso (Cuadro 2).

Aplicaciones

Las aplicaciones de la impedancia son muy varia-
das, por ejemplo, en la industria de productos lac-
teos, se ha propuesto emplear la impedancia
como método alternativo de conteo de células.
Asimismo, tiene aplicaciones en la industria cerve-
cera, de vinos, carnes, pescados, productos far-
macéuticos y cosméticos. Fuera de estas aplica-
ciones, se ha utilizado para detectar bacterias
coliformes en desagies, asi como infecciones uri-
narias o en sangre humana. Otras aplicaciones
consisten en la investigacion para antibiogramas,
o estudio de caracteristicas de crecimiento de
microorganismos, para optimizar su produccién
metabdlica®®.

Motores. Medicién de velocidad

Los tacometros de corriente alterna son genera-
dores de corriente alterna monoféasicos, excitados
con un iman permanente, gue suministran tensiéon
proporcional a la velocidad angular. La tensién
alterna se rectifica y se filtra.

Los tacémetros digitales corresponden a una rue-
da dentada que se monta en el eje del motory un
sensor fijo produce impulsos de tensidn los cuales
pueden ser manipulados, filtrados y desplegados.

Los tacdmetros, como todo instrumento de me-
dicion, deben tener caracteristicas de linealidad,
precision, etc.

Instalacion de motores

En la instalacion de motores, deben tomarse en
cuenta aspectos como los esfuerzos mecénicos a
los que se someten durante el funcionamiento;
estos esfuerzos dependen de la carga o aplica-
cion. Existen distintos tipos de esfuerzos, como los
externos o directamente dependientes de la apli-
cacion (momento, peso del elemento de transmi-
sion, fuerza radial externa, fuerza axial, esfuerzos
sobre la estructura); y los internos, inherentes al pro-
pio motor, independientemente de la maquina
accionada (pesos propios, fuerzas radiales y axia-
les de atraccidon magnética, desequilibrios internos,
etc.)'%. En el caso del prototipo el motor de CD fue
colocado directamente sobre la flecha del bio-
rreactor, tomandose en cuenta los esfuerzos que
realiza ésta al girar, ademas de ser desmontable
para una mayor facilidad de mantenimiento.

Los parametros mecanicos del motor como las
tensiones en el eje, deflexiones en el eje, velocida-
des angulares criticas, cojinetes, etc., le profieren
de caracteristicas necesarias para soportar los es-
fuerzos; dichas caracteristicas son inherentes al
fabricante.

MATERIAL Y METODOS

La instrumentacién del biorreactor prototipo con-
siste de:

Estacion de trabajo.
Circuitos de alimentacion.
Control de velocidad.
Control de temperatura.
Sistema de recirculacion.
Sensores de impedancia.

>2220C08

—- @

Estacion

En el proceso de armado, se construy6 una estruc-
tura que cumple con los requerimientos minimos
necesarios para llevar a cabo cinéticas de fermen-
tacién sin problemas.

Para la construccion de la estacion del biorreac-
tor prototipo, se construyé una estructura de ace-
ro, con soleras y angulos (Figuras 7, 7a 'y 7h). Las
dimensiones no son similares a la de los biorreac-
tores comerciales, los cuales son mas pequefos;
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sin embargo, se observa que esta estructura esta
disefilada para contener todos los instrumentos
necesarios.

Cerrando la estructura, se encuentran laminas
de acero inoxidable en tres de los cuatro lados del
biorreactor. Las [aminas de acero inoxidable, fue-
ron lijadas y pintadas para una mejor presentacion.
Dentro de la estructura, se colocaron angulos de
acero para soportar la instrumentacion del bio-
rreactor, asi como el tanque y el motor, los cuales
fueron soldados.

En la parte inferior, se coloc6 una tabla de ma-
dera tipo triplay de 5 mm de espesor, la cual fue
sellada para volverlo impermeable, debido a que
en un biorreactor se manejan liquidos que facil-
mente pueden derramarse. En esta tabla se colo-
caron 4 ruedas que nos permiten transportar la
estructura. La estructura final, contiene tanto los
componentes basicos, como la instrumentacion de
un biorreactor.

En el biorreactor, para colocar el sustrato y el
organismo a fermentar, se cuentan con dos tan-

Figura 7. Diagramas de la
estacion

ques de vidrio borosilicato (PIREX), de uno y tres
litros de capacidad. Dichos tanques tienen una
doble camisa para circulacién de agua con en-
trada y salida. La tapa, la flecha y el agitador es-
tan fabricados de acero inoxidable. La tapa cuen-
ta con orificios de entrada para los diversos
sensores. El agitador con el que cuenta el siste-
ma es una turbina de disco de aspas planas, la
cual provee un flujo tangencial o radial, y esta
disefiado cuando se tiene una viscosidad menor
a cinco?.

Circuitos de alimentacién de los instrumentos

Se disefiaron dos circuitos de alimentacion para
los diversos instrumentos del biorreactor —variable
y constante- tomando en cuenta las caracteristi-
cas y necesidades de voltaje y corriente de cada
uno.

La fuente de alimentacion variable consta basi-
camente de cuatro etapas. La primera es la toma
de corriente alterna que sera la base de la alimen-
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tacion de nuestro circuito, después de haber ali-
mentado el circuito, se pasa a la etapa de rectifi-
cacion de la sefial obteniendo a la salida 24 volts.
En la siguiente etapa se presenta la amplificacion
de corriente, que sera entregada a la etapa de
regulacion por medio del circuito integrado LM723
que nos entrega una corriente de maximo 2 am-
peres y conjuntamente un voltaje que podra ser
variado (de 0 a 24 volts) por un divisor de voltaje
que nos proporcione la salida deseada.

En esta etapa se muestra que al circuito eléctri-
co, conformado en su entrada por un transforma-
dor reductor a 24 volts, le sigue un puente de dio-
dos que soporta una corriente de 2 amperes y un
capacitor de 4700pF a 50 volts que se encargan
de la rectificacion de la sefial reducida, en la si-
guiente etapa se presenta una amplificacion de
corriente generada por transistor tipo PNP de po-
tencia 3055, este dispositivo tiene una proteccion
por medio de un diodo interno que no permite el
paso de corrientes inversas, ademas de una resis-
tencia limitadora de corriente.

Al término de la etapa de potencia, la corriente
se divide, entrando una parte al regulador LM723,
este factor de division es generado por la canti-
dad de corriente que es capaz de soportar el re-
gulador. El regulador entrega a la salida una co-
rmiente maxima de 200 mA y un voltaje regulado
que va desde 0 a 24 volts. Aunado a esta salida se
suma la corriente de reforzamiento, esta corriente
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proviene del divisor producido a la entrada del re-
gulador. Esta suma de corriente nos da como re-
sultado una salida de 2 Amperes, con un voltaje
regulado al valor que nos proporcione el divisor de
voltaje. Esta variacion puede ser modificada por
una resistencia variable (potencioémetro de 5KQ)
que es parte del divisor con la cual se realizan las
variaciones de voltaje de salida que se necesiten.
Cabe mencionar que la variacién de velocidad
del motor es generada por los cambios en voltaje
de la alimentacién del motor (Figura 8).

El sistema de alimentacién fija (Figura 9) presenta
un arreglo sencillo, ya que este utiliza una varie-
dad de reguladores de voltaje, para el caso de
una salida de 5 volts, se utiliza el LM7805 y para el
caso de -5 volts se utiliza el regulador LM7905 y
cada salida de voltaje utiliza un regulador en es-
pecial que mas adelante seran especificados. En
su primer etapa este circuito es alimentado por una
corriente alterna de 127 V, siguiendo la etapa de
rectificacion por medio de puentes de diodos ca-

a Mo

+ O
O

paces de soportar una corriente de 2 amperes,
para la obtenciéon de una corriente directa de 24
volts que sera entregada a la etapa de regulacion,
esta etapa presenta unaregulacién negativay una
positiva, en cada caso por su regulador en espe-
cifico, para esto se tiene un arreglo diferente en la
etapa de alimentacién y rectificacion que se po-
dra observar en el diagrama eléctrico. Este arre-
glo es utilizado debido a que en la instrumenta-
cion del biorreactor es necesaria la alimentacion
positiva tanto como la negativa.

Como la fuente de alimentacién es fija y se ne-
cesitan voltajes diferentes a la vez, la regulacién
se lleva acabo por diferentes circuitos integrados
(reguladores de voltaje) que operan al mismo tiem-
po entregando los voltajes requeridos (5, -5,12,-
12,15,-15 volts) que seran entregados a la etapa
de salida.

En el diagrama eléctrico se puede observar que
se presenta un arreglo en paralelo de dos transfor-
madores reductores a 24 volts y una corriente de
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500 mA, los cuales nos entregan un voltaje para
ser rectificado por dos puentes de diodos (W002
capaces de soportar una corriente maxima de 2
amperes). Cada puente de diodos nos entrega un
voltaje positivo de 24 volts que es utilizado por dos
reguladores al mismo tiempo, de igual manera nos
entrega un voltaje negativo de -24 volts por cada
puente de diodos. En el arreglo de los transforma-
dores, una de las derivaciones laterales es toma-
da como comun, para ser tomada por todos los
reguladores, esto es, cada regulador toma el co-
mun y una alimentacion positiva o negativa pro-
veniente de uno de los dos puentes de diodos y
entrega el voltaje a la salida.

En la regulacidn positiva utilizamos el circuito in-
tegrado LM7824 para una salida de 24 volts, el
LM7815 para una salida de 15 volts, el LM7812 para
12 volts, y el LM7805 para 5 volts. En la regulacién

negativa se utilizé el circuito LM7924 para una sali-
da de -24 volts, el LM7915 para una salida de -15
volts, el LM7912 para —-12 volts y el LM7905 para la
salida de -5 volts.

Motor

El motor utilizado para la agitacién del cultivo es
de corriente directa, el cual fue adaptado toman-
do en cuenta las caracteristicas de espacio dispo-
nible y agitacion. Estos motores no presentan va-
riacién en la velocidad ni variaciones de voltaje, y
su consumo de corriente es bajo (Figura 10).

Con este motor las mediciones obtenidas de las
fermentaciones se pueden considerar que estan
bajo las mismas condiciones de velocidad de agi-
tacién, esta agitacion se aplica aproximadamen-
te desde 150 rpm que se mantienen constantes

®
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|

e
4 K

I

Figura 9. Alimentacion fija.
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Figura 10. Motor de corriente continua
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Figura 11. Etapa de sensado.

hasta un valor de 600 rpm que es el limite maximo
de agitacion.

Para la instalacion del motor, se disefié una base
de 15 cm de largo por 20 de ancho y 7 cm de
profundidad, colocado en la parte superior de la
flecha del biorreactor haciéndola girar al unirla con
la flecha del motor, eliminando asi la necesidad
de la banda y a su vez proporcionando una me-

nor potencia para la realizacién de este trabajo.
Asimismo, se disefié el control de velocidad basa-
do en una fuente variable de corriente directa, que
varia de 0 a 24 volts, con la cual obtenemos los
voltajes necesarios para generar las velocidades
necesarias para la agitacion del biorreactor.

Tacémetro

El tacometro disefiado para el tanque agitado del
biorreactor prototipo esta disefiado para trabajar
afrecuencias entre 0y 33.33 Hz (de 0 a 2000 rpm).
Dicho disefio consta de varias etapas. La primera
etapa es la de sensado (Figura 11). Se utilizé6 un
circuito integrado ITR 1180, el cual es un interrup-
tor 6ptico con salida de modo transistor. Interna-
mente, es un diodo emisor infrarrojo, el cual esta
colocado frente a un fototransistor de silicén NPN
en un molde de plastico. Una ranura en el monta-
je entre el emisor y el detector nos provee los me-
dios para interrumpir mecanicamente el haz infra-
rrojo. Trabaja con una corriente de colector de 5
mA, con un voltaje de entrada de 5 volts. El voltaje
de saturaciéon es de 1.8mA?L. Este dispositivo nos
entrega una sefial cuadrada con una frecuencia
relativa a las revoluciones por minuto de veloci-
dad del motor. Para obtener esta sefial, se colocé
un disco en el eje con una ranura, la cual permite
el paso de luz por el optointerruptor obteniendo
asi un tren de pulsos.

En la siguiente etapa se trata la sefial invirtién-
dola y amplificandola. La inversidn es requerida
puesto que el optointerruptor, mientras se inte-
rrumpe el haz, nos entrega una sefial de nivel
alto, al dejar pasar el haz infrarrojo, tenemos un
nivel bajo. De esta manera, el tren de pulsos es
adecuado para mandarlo a la etapa de con-
versiéon. Se amplifica la sefial debido a que a la
salida tiene un valor de voltaje muy pequefio, y
la siguiente etapa requiere de una sefal de vol-
taje mayor.

En la etapa final (Figura 12), comdnmente se
elegiria un circuito contador de pulsos; sin embar-
go, se eligié un CI LM2917, el cual es un converti-
dor de frecuencia a voltaje!?, cuya aplicacion mas
importante es la construcciéon de tacémetros. La
mayoria de los circuitos convertidores de frecuen-
cia a voltaje requieren de un gran nimero de com-
ponentes adicionales para poder ser utilizados en
la construccioén de circuitos. En cambio, el circuito
LM2917, tiene todos los elementos necesarios para
su funcionamiento, y de esta manera, sélo necesi-
ta un nimero minimo de componentes externos.
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Este circuito tiene tres componentes basicos:
un amplificador de entrada con histéresis inclui-
da, un convertidor de frecuencia a voltaje de
“bomba de carga”, y un amplificador operacio-
nal comparador con un transistor de salida. Ade-
mas, cuenta con un diodo zener que cumple la
funcion de regulacion. El amplificador de entra-
da tiene una histéresis a = 15mv, la cual provee
un switcheo limpio donde se presente ruido en la
sefial de entrada, y nos permite un rechazo total
del ruido debajo de la amplitud donde no hay
sefial de entrada.

La bomba de carga, convierte la frecuencia de
entrada en voltaje de corriente directa. Para ello
se requiere de un capacitor, una resistencia de
salida y un capacitor integrativo. Cuando el esta-
do de entrada cambia, el capacitor se carga o se
descarga linealmente entre dos voltajes cuya di-
ferencia es Vcc/2. Entonces, en la mitad de un ci-
clo de la frecuencia de entrada o en un tiempo

Figura 12. Etapa de con-
version de frecuencia a
voltaje.

igual a %2 f_ el cambio en la carga del capacitor
esigual a Vcc/2*C. La cantidad promedio de co-
rriente bombeada hacia o desde el capacitor es
igual a:

iy DG 2 (3,0 ()

El capacitor integrativo depende solamente de
la cantidad de voltaje de rizo permitible y el tiem-
po de respuesta requerida.

Sistema de recirculacién

En nuestro caso, el vaso cuenta con una doble
camisa la cual permite el reflujo de agua a dife-
rentes temperaturas, para el mantenimiento de la
temperatura deseada. El contenedor de agua esta
fabricado de polipropileno, en el cual se coloca
la resistencia, bomba de reflujo, el sensor de nivel,
sistema de desaglie.
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La tuberia que conecta al contenedor con la
camisa del vaso del biorreactor, esta constituida
por tuberia de PVC en una parte y el complemen-
to es de manguera de latex. La primera parte es
rigida, ya que no se necesita movimiento, ademas
de ser una opcién mas factible hacia el colocado
y fijado, la segunda parte de la tuberia se instal6é
de hule latex ya que las uniones necesitan mayor
movilidad para el enroscado.

Para la distribucién de agua a través de las tu-
berias y vaso, se utiliza una bomba de reflujo, la
cual nos proporciona la fuerza necesaria para cu-

Aislamiento ‘7—1
4} Tubo de vidrio

4> Alambre

Figura 13. Sensor de impedancia.

Figura 14. Estacion del biorreactor.

brir la necesidad de proporcionar temperatura al
cultivo. En el interior del tanque contenedor de
agua, se localiza el sensor de nivel, el cual fue di-
seflado con un tubo de PVC y conductores que
nos indican el nivel de agua. La deteccion de ni-
vel de este sensor se da al alcanzar el nivel de agua
a alguno de los conductores, el agua se compor-
ta como un electrolitico, generando continuidad
que se podra observar en unos diodos emisores
de luz (LED”s), los cuales estan acomodados de
tal forma que indiquen un nivel alto, medio o bajo.
La comparacion del nivel de agua se realiza con
respecto al nivel minimo de agua con que puede
trabajar la bomba de reflujo, cabe mencionar que
este tipo de bombas al trabajar sin la minima can-
tidad de agua pueden sufrir dafios y hasta que-
marse, y el nivel maximo es considerado por la
cantidad maxima de agua que se puede calen-
tar en un tiempo determinado (10 min), nuestro
calculo es de aproximadamente 5 litros, y un flujo
de 4.33 litros por minuto, con los que se cumplen
los dos requerimientos para un 6ptimo trabajo de
nuestro sistema de reflujo.

Sensores de impedancia

Para la mediciéon de la impedancia en el medio
de cultivo, se utilizaron electrodos cuyo disefio
consta de un alambre de aleacién cobalto-titanio
con un recubrimiento de vidrio pirex. Estos electro-
dos se colocan en el tanque del biorreactor con
una disposicion geométrica distanciados 8 cm y
se conectan al equipo de mediciéon de impedan-
cia (Figura 13).

RESULTADOS
Estacion

La estacion construida contiene la instrumentacion
necesaria para que se lleve a cabo la fermenta-
cién ademas de incluir al motor y al tanque don-
de se adiciona el medio (Figura 14).

Motor

El sistema de alimentacion variable nos entrega
un voltaje de cero hasta 24 volts para la alimenta-
cién del motor. Este sistema no presenta variacio-
nes de voltaje que afecten el crecimiento de los
microorganismos, obteniendo resultados satisfacto-
rios en la aplicaciéon de este sistema. El motor se
conecta a la flecha del tanque de manera directa.
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Velocidad del motor

El sistema de alimentaciéon variable nos entrega
un voltaje de cero hasta 24 volts para la alimenta-
cion del motor encargado del giro de la flecha
del vaso del biorreactor y de la agitacion del siste-
ma. Este sistema no presenta variaciones de vol-
taje que nos afecten el crecimiento de los micro-
organismos. Obteniendo resultados satisfactorios
en la aplicacién de este sistema. El sistema de ali-
mentacién constante nos entrega los voltajes utili-
zados por los circuitos de sensado y control de las
variables de biorreactor como son el tacémetro
digital, entre otros.

Tacémetro

El tacoOmetro disefiado nos permite conocer las
revoluciones por minuto que nos genera el motor
de corriente directa en unrango de 0 a 2000 rpm.
El rango que sensa es muy amplio, debido a las
caracteristicas del circuito integrado LM2917 utili-
zado.

Para conocer el comportamiento de este circui-
to, asi como para conocer el nivel de voltaje co-
rrespondiente a cada frecuencia, se realizé la ca-
racterizacion a las condiciones de uso del
tacdmetro, dentro del biorreactor (Cuadro 3).

La curva de caracterizacion del tacémetro nos
muestra el comportamiento claramente lineal y el
coeficiente de correlacion calculado es de 0.998
(Figura 15); dicho comportamiento nos permite
aseverar que se tiene un control preciso de la ve-
locidad de agitacién del cultivo, y que, por lo tan-
to no afecta de manera negativa al crecimiento

Cuadro 3. Caracterizacion del tacoOmetro digital.

Frecuencia de Velocidad Voltaje de
entrada (Hz) (rpm) salida (v)
0.238 1428 0.048
7.518 451.12 0.4
7.96 477.64 0.56
9.2 552.05 0.61
11.87 712.27 0.76
13.62 817.28 0.84
14.35 861.08 0.9

17.33 1039.90 1

19.76 1185.71 1.1
23.52 1411.34 1.4
26.1 1566.15 15
30.21 1812.78 1.6
35.33 2120.01 1.8

del microorganismo sino que provee de una ho-
mogeneizacion de todos los nutrientes y oxigeno
en el cultivo.

Sistema de circulacién de agua

Se disefi6 el sistema de circulacidon de agua a tra-
vés de la camisa del tanque del biorreactor el cual
tiene la finalidad de mantener una temperatura
Optima para nuestro cultivo. El agua en el conte-
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Figura 15. Curva de caracterizacion del tacémetro

Figura 16. Contenedor y tomas del sistema de reflujo de
agua.
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Figura 17. Comparacién entre absorbancia e impedan-
cia.

nedor se calienta por medio de una resistencia con
alimentacién de linea para serimpulsada hasta la
entrada inferior de la camisa del biorreactor por
medio de una bomba y que posteriormente retor-
ne al contenedor. (Figura 16).

Sensor de temperatura

Se disefié un circuito que se basa en la lectura de
un sensor (circuito LM35). EI LM35 es un circuito
capaz de entregarnos un voltaje de 10 mV por gra-
do centigrado, el sensor se caracteriza con respec-
to a termémetros de mercurio y a un termocouple.
El comportamiento que presenta el sensor es lineal
por lo que podemos decir que este dispositivo es
confiable en la medicion.

Tomando como referencia el valor obtenido del
sensor de temperatura, éste se introduce en un cir-
cuito comparador, el cual se encargara de con-
trolar los valores bajos y altos de temperatura.

Sensor de impedancia

Se realizaron fermentaciones en un medio
minimo -malta-levadura, glucosa y minerales-
con el microorganismo Saccharomyces cere-
visiae. Las fermentaciones se realizaron en el
biorreactor prototipo con el fin de validar el método
impedanciométrico utilizado. En la evolucién de
laimpedancia (Figura 17) se observa un aumento

de la impedancia con el tiempo con una ten-
dencia basicamente lineal. Se compararon estos
resultados con muestras de absorbancia obte-
niendo una relacién lineal (coeficiente de corre-
lacion de 0.98).

CONCLUSIONES

Se disefié y construyd un prototipo de biorreactor
para fines experimentales en donde se desarrollé
la instrumentacién elemental para las medicio-
nes de temperatura, nivel, velocidad de agita-
cién, biomasa; con dispositivos adecuados y re-
emplazables con facilidad que ademas cuentan
con caracteristicas de precision aceptables en
comparacién con los equipos comerciales. Se
empled una nueva técnica para la medicién de
biomasa de menor costo y mayor accesibilidad,
la cual se realiza en linea evitando retrasos en el
tiempo de muestreo y que mostré resultados satis-
factorios. La importancia de todo esto radica en
que nos permite utilizar medios electrénicos acce-
sibles para el sensado de las variables implicadas
en los procesos biotecnolégicos de una manera
rapida y econémica.
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