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Resumen

En este articulo se presenta el disefio de un biorreactor de tipo tanque agitado asistido
por microcontrolador utilizando conceptos de simplicidad de uso, modularidad, estética y
ergonomia, segun las necesidades de la empresa Cibus 3.0. El tanque cuenta con tres partes
principales tapa, dispone sus elementos segun su uso; caja de sensores, dispositivo que utiliza
sensores de pH, temperatura y turbidez del medio; y tanque, con una capacidad volumétrica de
21.5 L. Se acopl6 un vaporizador de mano genérico como método de esterilizacion in situ. Para
evaluar la eficiencia de esterilizacion se realizaron muestreos superficiales en las zonas mas
criticas de formacion de biofilms (tapa, tubos, pared, impulsor y flecha), tras fermentaciones de
E. coliy R. opacus. Se demostré que la maquina de vapor no cumple con el objetivo de eliminar
la contaminacion, logrando una esterilizacion del 92%. Sin embargo, el uso de autoclave
permitié el rendimiento esperado de esterilizacion, esto se comprobo al realizar simulaciones de
fermentacion con medio estéril y no presentar contaminacion al finalizar el ensayo. Se determiné
la posibilidad de utilizar sensores de pH, sdélidos suspendidos y temperatura tomando parte del
medio para cada repeticion sin afectar la inocuidad del sistema. De esta manera se introduce
un dispositivo capaz de tomar las mediciones por medio de microcontrolador. Con el fin de
corroborar la funcionalidad del equipo disefiado, se realizaron tres fermentaciones con la
bacteria R. opacus, donde se obtuvieron curvas de crecimiento validando el funcionamiento del
disefio alrededor del usuario y del proceso.
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Abstract

This article presents the design of a microcontroller-assisted stirred tank bioreactor using
concepts of simplicity of use, modularity, aesthetics, and ergonomics, according to the needs
of the Cibus 3.0 company. The tank has three main parts: lid (it has its elements according to
its use); sensor box (device that uses pH sensors, temperature, and turbidity of the medium);
and tank (with a volumetric capacity of 21.5 L). A generic handheld vaporizer was attached as a
method of in situ sterilization. To evaluate the efficiency of sterilization, surface samplings were
carried out in the most critical areas of biofilm formation (lid, tubes, wall, impeller, and arrow),
after fermentations of E. coli and R. opacus. The steam engine shown not to meet the goal of
eliminating contamination, achieving 92% sterilization. However, the use of an autoclave allowed
the expected sterilization performance, this was verified when simulating fermentation with
sterile medium and not presenting contamination at the end of the test. The possibility of using
pH, suspended solids and temperature sensors was determined, taking part of the medium for
each repetition without contaminating of the system. In this way, a device capable of taking
measurements by means of a microcontroller is introduced. To corroborate the functionality
of the designed equipment, three fermentations were carried out with the R. opacus bacteria,
where growth curves were obtained validating the operation of the design around the user and
the process.
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Introducciéon

CIBUS 3.0 es un emprendimiento que desarrolla microorganismos modificados genéticamente
para facilitar la conversion de subproductos derivados de la agroindustria, en productos con
valor agregado; por ejemplo, el uso de la bacteria Rhodococcus opacus PD630 como plataforma
de produccioén de biodiésel a partir de suero lacteo. Para este fin se seleccionan y optimizan
las rutas metabdlicas mas eficientes y convenientes, para su posterior aplicacion a escala
industrial. El escalamiento de dicho bioproceso implica la necesidad de disefiar un biorreactor
con una configuracion modular, capaz de monitorear las condiciones de crecimiento de forma
automatizada, para facilitar la optimizacion del proceso de fermentacion y la evaluacion de la
eficiencia de estas fermentaciones a una escala mayor.

La base de esta actividad econdémica es el proceso de fermentacion, donde se consumen
compuestos de alto valor energético (azucares), obteniéndose sustancias simples, Utiles para
el metabolismo, por ejemplo, acidos, gases y alcoholes [1]-[4]. Entre otras aplicaciones se
encuentran la remocién de componentes indeseados [3] como por ejemplo reduccion de Cr
(V1) a Cr (Ill) en agua residual industrial [5], el consumo de fenantreno [6] y pesticidas [7], [8]
por bioaumentacion de microorganismos autdctonos y la produccion de compuestos de alto
valor econdmico como la vainillina [9], [10], acido citrico [11], [12], 4cido glutamico [13], [14]
e inhibidores enzimaticos [15].

Dentro de los parametros que influyen en la eficiencia de los procesos de fermentacion, y que
por lo tanto deben ser controlados, se incluye el oxigeno disuelto [16], la temperatura [17], el
pH [18], la composicion del medio [19], la osmolaridad y la agitacion [20]. Adicionalmente, se
monitorean variables de respuesta como el crecimiento de biomasa, el rendimiento de produccion
del metabolito de interés y el consumo de sustrato [21]. Mientras avanza la investigacion en este
tema, se vuelve evidente la relevancia de aspectos como la estandarizacion, la optimizacion del
rendimiento y la reduccién en los costos [21]-[23].

Los procesos de fermentacion se pueden llevar a cabo bajo tres modos de operacion [24] cuya
diferencia recae principalmente en la disposicion del medio nutritivo durante el bioproceso [25].
Estas estrategias de produccion corresponden a la alimentacion discontinua también conocida
como batch process (se realiza una unica alimentacion previa al bioproceso) [26], operacion
semicontinua o fed-batch (su alimentacion posee una fuerte etapa previa seguida de aportes
durante la fermentacion) [27] y la continua o continuous process (presenta un flujo constante de
medio durante todo el bioproceso) [28]. Estos sistemas cuentan, ademas, con métodos para su
homogenizacion, mecanismos de agitacion (tanque agitado) y de columnas dispensadoras de
oxigeno sin agitacion (airlift o columna de burbujas) [14], [29].

Rhodococcus opacus PD630 seré utilizado como microorganismo de estudio para validar
el funcionamiento del biorreactor disefiado. Rhodococcus e€s una bacteria, que se describe
como nocardioformo aerobio, Grampositivo, no mdvil, que contiene estructuras micelares
[30], [31]. Este género se conoce por su capacidad de biorremediacion [32], [33]. Ademas,
es una plataforma bioldgica de produccién para diversos productos en la industria [34], [35].
En especifico R. opacus presenta la capacidad de degradar compuestos aromaticos, furanos
y acidos orgéanicos. Se ha demostrado que es capaz de acumular triacilglicéridos (TAG) vy
moléculas precursoras de biodiésel [36], [37].

Este articulo tiene por objetivo el disefio y construccion de un biorreactor tipo tanque agitado
para el crecimiento de R. opacus PD630 como organismo de interés, ademas de evaluar su
funcionamiento en términos de capacidad de monitoreo de variables de flujo y agitacion.
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Metodologia

Disefno y construccion

Se disefi¢ y construyd un biorreactor con una capacidad volumétrica total de 21.5 L. Para esto,
los requerimientos del emprendimiento se resumen en |0s principios de: simplicidad de uso,
modularidad, estética y ergonomia, las cuales se agruparon bajo el concepto de principios del
disefio. Con el fin de desglosar el proceso, el biorreactor se clasificd en tres partes: tanque, tapa
y dispositivo de medicion de factores multiples (DMFM).

Tanque del biorreactor

El disefio tedrico del tanque se baso en la formula del volumen del cilindro, empleando 250
mm de diametro. En funcién del diametro, el volumen especificado se completé al asignar una
altura de 500 mm, esto para cumplir con un espacio libre minimo del 20% y una proporcion de
1.6 (altura del medio/diametro). Dada la necesidad de eliminar angulos de 90°, la geometria
del tanque, inicialmente cilindrica, cambio a un fondo semiesférico. Esta variacion implico una
reduccion de 50 mm en la altura, para un valor final de 450 mm. Para la construccion del tanque
y todas sus piezas, se empled acero inoxidable 316L de 5 mm, ademas, se procurd que contara
con esquinas redondeadas y paredes internas pulidas con un acabado de grado alimenticio.
En la seccion inferior del tanque se incorpord una valvula check de cobre con una boquilla
personalizada, para el uso de un vaporizador de mano genérico importado de Los Estados
Unidos, como propuesta de proceso de esterilizacion. Para facilitar la limpieza se colocé un
desagle en el fondo del tanque, el cual es un orificio de 10 mm con un tornillo para su cierre.

Tapa

Se disefié una tapa de 310 mm de diametro con 5 mm de grosor; dos perforaciones especiales
para la trampa de gas 15 mm y para la termocupla de 25 mm. Asimismo, seis perforaciones de
10 mm de diametro para la incorporacion de los elementos requeridos para el funcionamiento
del biorreactor: valvula de presion (forma segura de liberar la presion acumulada durante la
esterilizacion propuesta), entrada y reincorporaciéon de medio para su conexion con el DMFM,
termo pozo, tubos auxiliares, flecha personalizable, mamparas y difusor de aire.

La configuracion de la tapa fue determinada por los principios del disefio mencionados
anteriormente. Estos se ven plasmados en la disposicion espacial de cada uno de los
elementos presentes, tanto sensores como flujos de entrada y salida de material. Asi, en la tapa
se delimitaron tres sectores donde se dispusieron cada uno de los elementos segun su relacion
con el usuario y con el DMFM.

Para distribuir los elementos de cada sector, maximizando la distancia entre ellos, se uso la
Ecuacion 1.

cantidad de tubos por zona + 1
360° =+ 3

Grados de separacion por pieza =

Ecuacion 1. Distancia en grados por pieza en cada sector.

Descripcion de las piezas en la tapa:

e Mamparas: se incorporaron tres mamparas de acero inoxidable 316L rodeadas de una
pieza soélida de teflon con el fin de eliminar la posibilidad de fugas. Su angulo es ajustable
y posee un area superficial de .
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e Flecha: para conservar mayor personalizacion, la flecha presenta un largo genérico de
360 mm con 13 mm de diametro. Se conectd con un sistema de rodamientos a un acople
Lovejoy® tipo L-daw con arafia de hule. En ella se ajustaron los impulsores por medio de
un tornillo sin cabeza. Se opera por un motor de 110 V de potencia.

e |mpulsores: se cuenta con dos impulsores, tipo propela marina, individuales y removibles
de acero inoxidable. El diametro de cada uno es de 125 mm, lo que representa la mitad
del ancho del tangue.

e Difusor: se colocd un difusor de aire en forma de L de 500 mm de largo, con orificios a
lo largo con una separacion de 7.5 mm en el eje horizontal (que consta de 173.36 mm),
presentes debajo del impulsor. El ingreso de aire se da por medio de una manguera con
un filtro miliporo de 0.22 um (Membrane Solutions Corp), permitiendo la introduccion de
aire ambiental filtrado.

e Tubos: se incorporaron tubos de acero inoxidable 316L de 5 mm de grosor con tres
dimensiones diferentes (300 mm, 200 mm y 20 mm de largo). En la tapa, se presenta un
tubo de 300 mm para salida de medio, dos tubos de 200 mm extensibles por medio de
mangueras adicionales y tubos de 20 mm con un cono truncado de punta, disefiados para
la adicion controlada de sustancias.

DMFM

Se construyd un dispositivo de medicion de factores multiples (DMFM), externo al tanque. La
construccion del DMFM se basé en una caja de aluminio con esquinas redondeadas. Ademas,
se utilizaron empaques del estilo o'ring a la medida para poder introducir cada uno de los
sensores a presion. Los sensores de pH, turbidez del medio y temperatura fueron conectados
a un Arduino Mega 2560 REV 3, dispositivo en el cual se ejecutan las logicas necesarias para
llevar el control de la reaccion respectiva, la toma de datos y el monitoreo del funcionamiento.
Este dispositivo fue equipado con bombas peristalticas impulsadas con un motor tipo Stepper
(24 Vy 30 W, para un flujo desde 0 — 400 ml/min), con el fin de facilitar la transferencia del medio
de cultivo desde el tanque.

Sensores

Las pruebas relacionadas con la calibracion de los sensores se realizaron por medio del
DMFM, donde se recopilaron los datos y se ajustaron a comportamientos esperados,
como se detalla a continuacion:

Sensor de pH

El sensor utilizado fue la version genérica del EZO Class pH, presente en el Kit Atlas Scientific,
con controlador para Arduino. Para calibrar el pHmetro, se utilizaron patrones estandar de buffers
con pH 4, 10 y 7. Se realizaron mediciones seriales por segundo y se ajusto la sensibilidad del
instrumento con una perilla incorporada en la tarjeta que conecta el sensor con el Arduino.

Sensor de transmitancia

Se empled el sensor de transmitancia marca DFRobot Gravity® con controlador para Arduino,
importado de Estados Unidos. Su registro es de particulas en suspension o Total Suspended
Solids (TSS), el cual es un valor directamente proporcional al crecimiento de biomasa. Se verifico
comparando los datos obtenidos durante el crecimiento de R. opacus y datos capturados
por medio de medicion de absorbancia, realizada durante las fermentaciones descritas mas
adelante.
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Sensor de temperatura

El sensor de temperatura utilizado es la version sumergible, modelo DS18B20, de SparkFun®
de rango -55 °C a 125 °C con una fidelidad de = 0.5 °C dentro del rango -10 °C a 85 °C. La
verificacion de su funcionamiento consté de mediciones constantes por parte del Arduino,
contra mediciones tomadas a mano desde el termo pozo del biorreactor durante 15 min. Para
estas mediciones, se us6 un termémetro de inmersion graduado estandar.

Optimizacion del proceso de esterilizacion

Se realiz6 una fermentacion con un cultivo de R. opacus 'y otro de E. colien 15 L de agua con
azucar de mesa Dofa Maria® a una concentracion 20 g/L durante tres dias con 3 repeticiones.
Posteriormente se aplico el procedimiento de limpieza y esterilizacion, el cual consté de tres
fases: Limpieza gruesa, Exposicion Quimica y Exposicion a factores fisicos. Para la Limpieza
gruesa, se utilizd Jabon Lavatrastes Axion antigrasa en formato liquido, cubriendo todas las
superficies y posteriormente se restregd. En la Exposicion Quimica, el tanque se rocié con el
desinfectante Swipol® Amonio Cuaternario de cuarta generacion, a una proporcion 1:20 en
agua. Por ultimo, para la Exposicion a factor fisico, el biorreactor se expuso a vapor de agua
durante 50 min (dos ciclos de 25 min cada uno) aproximadamente 200 ml por ciclo empleando
un vaporizador de mano genérico.

@77
@ g
- )

Figura 1. Esquema de alturas de control de temperatura.

Durante la exposicion al vapor, se monitore¢ la temperatura, cada 5 min, en diferentes alturas
del tanque, con un termdmetro de escala estandar en la parte externa. Se marco, tomando la
base del tanque como punto de inicio, donde se colocaron 4 puntos cada 10 cm hasta llegar
a la tapa (figura 1).

Muestreo superficial

Con una plantilla hecha con cinta de enmascarar de 5 cm? se muestre6 el tubo, la pared, el
impulsor, la tapa y la flecha, antes y después del proceso de esterilizacion, en aquellos puntos
donde se observd mayor deposicion de microorganismos. Las muestras se recuperaron con
una tundra estéril previamente remojado en 1 ml de buffer de fosfatos (PBS) 0.1 M. Cada
muestra se resuspendié en 10 ml de PBS agitando durante 1 min. Finalmente, se prepararon
diluciones seriadas (10°) que fueron plaqueadas por triplicado; las placas se incubaron a 30 °C.
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Uso del tanque

Montaje del tanque

En cuanto a la preparacion previa al montaje, el procedimiento inicié tomando en cuenta los
requerimientos de cada una de las piezas con el fin de brindar una vida Util mayor al biorreactor.
Asi, las piezas sensibles a temperatura (mangueras usadas por las bombas peristélticas
y el adaptador del sensor de transmitancia) se colocaron previamente en cloro al 30%,
overnight. Para las piezas resistentes a la temperatura (autoclavables), se realizd el proceso
de autoclavado. Las mangueras autoclavables se seleccionaron con el cumplimiento de los
estandares de la FDA (fda 21 cfr 177.2600), segun el fabricante.

Se acoplaron todas aquellas mangueras que interactian con el medio al biorreactor, previo
al proceso de esterilizacion. Estas piezas corresponden a las mangueras de extraccion del
DMFM y la manguera de introduccion del medio en los acoples de la tapa, mencionados en la
seccion anterior sobre las piezas de la tapa. Luego, se esterilizdé el DMFM con la manguera
de introduccioén (conectado a la manguera propia de la bomba peristaltica) y con la manguera
de salida (conectado al tanque durante el montaje); ambas se instalaron previo al proceso de
autoclavado. Para cada una de estas piezas se us6 papel aluminio para proteger los extremos.
De igual manera, se autoclavo la botella de toma de muestra y el adaptador del difusor de aire.
El medio de cultivo se esterilizé por aparte, en una botella Pyrex®™ de 20 L. y luego se conecto
a la tapa por medio de la tapa personalizada (figura 2) para el tanque con la manguera de
silicon, y se asegurd con prensas.

Para proceder con el montaje, se tomd la botella con el medio de cultivo autoclavado vy, en
caso de ser requerido, se le agrego el inéculo. Luego se conectd a la manguera de la bomba
peristaltica previamente bafiada en alcohol de 95% v/v, con un mechero dentro del area
aséptica. Este procedimiento se realizd para la conexion del DMFM, la botella de toma de
muestra y el adaptador del difusor de aire. Seguidamente se colocaron filtros en los extremos
expuestos de las tapas personalizadas.

Figura 2. llustracion de tapas personalizada. a. Toma de muestra; b. Botella de medio.

Para finalizar, se acoplaron las bombas peristalticas e inici6 el sistema de ingreso del medio
previamente inoculado. Una vez terminado el llenado del tanque, se procedié a instalar el
difusor de aire, y el DMFM para iniciar el sistema completo.
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Desmontaje del bioproceso

Para el desmontaje, primero se detuvo el sistema DMFM, la agitacion, la aireacion y la ventilacion
del motor. Seguidamente, se abrio el desagle de la parte inferior del tanque, para extraer toda
la fermentacion y, una vez vaciado el tanque, se lavo para su almacenaje como se describid en
limpieza gruesa.

Simulacién de un bioproceso

Se prepard el tanque como ha sido indicado en la seccion anterior, con 10 L de agua con
azucar (50 g/L) como medio de cultivo, sin indculo. Ademas, se prepard un cultivo de 100
ml de E. coliy otro de 100 ml de R. opacus, utilizando una colonia de placa brindada por la
empresa. Transcurridos 3 dias, se verificod visualmente la ausencia de crecimiento dentro del
tanque y el crecimiento de los cultivos de E. coliy R. opacus. Se realizaron tres repeticiones
del experimento.

Bioproceso

Se prepard un indculo de 15 ml utilizando medio definido con buffer de fosfatos (phosphate-
buffered defined medium; PBD) [38] que fue inoculado con 1 ml de R. opacus en glicerol (20%
v/v) a 28 °C. Luego de incubar overnight, este indculo fue aforado a 150 ml y se repiti6 la
incubacion a 28 °C. Posteriormente, se aford hasta un volumen de 1.5 L, seguido de una ultima
incubacion a temperatura ambiente. A partir de este indculo, se realizdé una fermentacion de 15
L, empleando como medio de cultivo agua suplementada con azucar (40 g/L). La fermentacion
se llevd a cabo durante 5 dias y se realizaron tres repeticiones. Se tomaron muestras dos veces
al dia, a las 8:00 y a las 20:00 h durante el tiempo de fermentacion, empezando por tiempo
0. Se determind la densidad dptica a las muestras, por medio del espectrofotometro UV/VIS
Spectrophotometer T6EU® a una longitud de onda de 660 nm.

Resultados y discusion

Disefno y construccion

El disefid se baso en la necesidad establecida por la empresa (Cibus 3.0). Para esto se uso
el concepto de modularidad que le permite al sistema agilidad frente a los cambios y ahorro
en altos costos debido a nuevos ajustes [39], [40]. En total el equipo cuenta con tres modulos
ajustables e independientes entre si, estandarizados para su reemplazo: el tanque, la tapa vy el
DMFM.

Tanqgue

Se decidio disenar el equipo en acero 316L ya que es un material utilizado en el procesamiento
de alimentos, cuenta con resistencia a temperatura hasta 450 °C y mayor rendimiento en
acabados por soldadura (Australian Stainless Steel Development Association (ASSDA)[41]). El
disefio se consolidd en un cilindro con fondo semiesférico para eliminar las esquinas donde
inicialmente fue plano (figura 3) esto con el fin de facilitar la construccion y permitir mayor flujo
dentro del tanque. Con un volumen total de 21.5 L, el tanque tiene una altura de 414.74 mm
y un diametro de 249.74 mm (figura 4). Este calculo se rige por la relacién 1.6 necesaria para
promover un mayor contacto con el oxigeno entrante en el medio [42].
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Figura 3. Medidas tedricas previo a la construccion(mm).

Ademaés, la relacion facilita la transferencia de calor durante el proceso, debido a que cuanto
mayor sea la relacion de altura y diametro, mayor sera el area de transferencia de temperatura
[43], [44]. El volumen de trabajo (17 L) abarca un 80% del volumen total de biorreactor. El
restante 20% de espacio es recurrente en los biorreactores para que, en caso de formacion de
espuma, no llegue a la tapa inmediatamente [43].

32.37

Figura 4. Dimensiones (mm) finales del biorreactor una vez construido.

Tapa

Los elementos dentro de la tapa se distribuyeron por medio de la Ecuacion 1, lo que permitio
aprovechar al maximo el espacio entre cada uno de los componentes, como se observa en
la figura 5, brindandole al usuario el mayor espacio posible para manipular cada una de las
conexiones del sistema.

Figura 5. Dimensiones (mm) de la tapa: a. Distribucion espacial de los
elementos de la tapa. b. Medidas de elementos de la tapa.
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Como parte de los principios del disefio, el entendimiento del proceso es crucial para un disefio
basado en los usuarios [45], por lo que la distribucién espacial de las piezas en la tapa se divide
en 3 zonas de interaccion con el usuario:

i. Alta relacion con el DMFM (Fig. 6 (a)); este sector se caracteriza por contar con aquellas
entradas y salidas que tienen contacto con el microcontrolador. Estas partes comparten
la cualidad de ser instaladas y no volverse a modificar durante la corrida. Se colocaron
los elementos que requieren de una conexion por medio de mangueras a una bomba
peristaltica y el termo pozo.

ii. Alta relacion con el usuario (Fig. 6 (b)); esta disposicion del espacio posee aquellas
partes donde el usuario puede intervenir, y donde tiene mayor acceso. Estas partes
son manipulables por el usuario al menos una vez durante la corrida, de esta manera la
intervencion sera segura. Se situaron los tubos internos correspondientes a la toma de
muestra, un puerto de adicion y un tubo auxiliar.

ii. Contacto minimo (Fig. 6 (c)); estas piezas fungen como elementos completamente
independientes cuya manipulaciéon no es recomendable. Se ubico la valvula de seguridad
para expulsar la presion. Ademas, se incorporé un orificio en la tapa con forma de tuerca,
donde se ajusta a una trampa de gas comercial distribuida principalmente en tiendas de
produccion casera de cerveza.

Esta estructuracion de los elementos de la tapa permitid mayor facilidad para la manipulacion
del biorreactor, debido a la cercania de los elementos al microcontrolador. De esa manera se
cuenta con mayor orden en las conexiones electronicas. Por otro lado, el disefio de las alturas
de los tubos de la tapa (figura 7) permiten un funcionamiento correcto de los elementos del
tanque en conjunto al microcontrolador. Esta configuracion inicial, sin embargo, debido al
modularidad del sistema es reemplazable por un sistema nuevo. Permitiendo tener respuesta
ante las necesidades de la empresa.

Figura 7. Dimensiones (mm) de la tapa: a. Longitud de los tubos en la tapa. b.
Vista ortogonal: distribucion de los elementos verticales en la tapa.

DMFM

Su construccion se baso en la durabilidad del sistema completo siguiendo los principios del
disefio. Para esto, se construyd un moédulo de menor costo (figura 8) donde se encuentren
las piezas con menor resistencia y durabilidad, con el fin de evitar eliminar por completo el
producto en caso de reemplazo de un sensor descontinuado.

En otras areas se ha evaluado el concepto de modularidad como herramienta para vencer
la obsolescencia, por ejemplo, Hirose & Mishima [46], analizan el concepto de modularidad
tomando en cuenta las actualizaciones que conlleva un producto y el peso de las preferencias
del usuario frente a la obsolescencia. Como solucion, se planteé enfocar este factor en piezas
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individuales distribuyendo los procesos en cada una de las partes del biorreactor (Fermentacion,
Tanque; Control de Condiciones, DMFM; Configuracién de los elementos del Tanque; Tapa),
por lo que no seré necesario reemplazar completamente el equipo en caso de cambios. De esta
manera, se posibilita la futura construccion de otros DMFM bajo demanda, segun el proceso y
la etapa que se lleve a cabo, removiendo la necesidad de construir un nuevo biorreactor para
nuevos requerimientos de sensibilidad.

102

111

[N

102

Figura 8. Dimensiones (mm) del DMFM.

Pruebas de esterilizacion

El proceso de esterilizacion es un criterio importante para el disefio y funcionalidad de un
biorreactor. La importancia se centra en mantener el cultivo puro durante la fermentacion
[47], por lo que el disefio contempla la posibilidad de ingresar vapor de agua por medio de
un vaporizador de mano genérico, facilitando la esterilizacion in situ. Para medir la eficiencia
de esta metodologia, se monitored la temperatura del tanque durante la exposicién a vapor y
su eficiencia en la inhibicion de crecimiento de contaminantes. El monitoreo de la temperatura
(figura 9) evidencio fluctuaciones en la distribucion del calor. Las mediciones no se mantienen
entre las repeticiones, esto se observa como un bajo rendimiento, donde la segunda repeticion
presenta temperaturas menores a los 40 °C en contraste a la segunda repeticion donde la
temperatura mayor es de 57 °C. Sin embargo, el tiempo de exposicion a altas temperaturas no

es constante.
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Figura 9. Comportamiento de la temperatura en el tiempo, segun la
altura, durante el proceso de esterilizacion por vapor.
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Al comparar las temperaturas maximas alcanzadas en cada altura evaluada, se observo que el
mayor valor, 57 °C se obtuvo en la tapa (50 cm). Es posible que esta distribucion del calor se
deba a que el disefio cuenta con la entrada de vapor justo debajo de los accesorios de la tapa,
los cuales perciben el calor al ingreso del vapor (seccion 50 cm).

La temperatura no fue constante durante el tiempo de exposicion, dando como resultado
fluctuaciones en ambas repeticiones, donde no son comparables las graficas (figura 9). Las
fluctuaciones descritas anteriormente también podrian asociarse con en el funcionamiento
del vaporizador, ya que este no cuenta con ningun mecanismo que asegure una temperatura
constante. EI comportamiento fluctuante de diferencias de hasta + 20 °C no permite fidelidad
para un proceso con requerimientos de mayor estandar.

La cuantificacion de la carga microbiana antes y después del proceso de esterilizacion facilitd
el célculo de la eficiencia del proceso por pieza muestreada (figura 10). Asi, se muestra como
resultado un promedio de eficiencia del 92%. Sin embargo, al analizar el resultado por pieza,
se evidencia que, en la tapa, donde la eficiencia fue la menor observada, se alcanzo fue 85%,
equivalente a un promedio de 31 UFC/5 cm? con una desviacion estandar de 54.4 UFC/5 cm?. El
area interna del biorreactor es de aproximadamente 7.3 x10° cm? por lo que esta contaminacion
significaria 4.5 x10* + 7.9 x10* UFC al iniciar la reaccion.

Segun Shih et al. [48] la temperatura ideal esta en el rango de 121-134 °C como estandar
en esterilizacion. Por lo tanto, al verificarse durante el monitoreo que la maxima temperatura
alcanzada fue 57 °C, es posible atribuir la aparente reduccion de contaminacion a la aplicacion
del desinfectante basado en amonio cuaternario aplicado en la etapa quimica de la limpieza
(Swipol). Segun el documento facilitado por el proveedor HomeCare [49], el producto posee
Cloruro de Dimetil Bencil Amonio en una concentracion de 1 - 3.5% tras preparacion 1:20 de
agua. Espinoza & Danilo [50] reportan, a una concentracion de 0.33% de Cloruro de Dimetil
Bencil, una eficiencia germicida frente a E. coli de 99.775% tras 30 segundos de exposicion,
cuantificado segun la metodologia AOAC 960.09. Dado que los estudios realizados por la
empresa son para evaluar microorganismos genéticamente modificados, se debe procurar la
maximizacion de la eficiencia del proceso de esterilizacion, por lo que la aplicacion de este
método fue desestimada. Debido a esto, para las siguientes pruebas se realizan esterilizaciones
por medio de autoclave.
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Las desviaciones esténdar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 10. Eficiencia del proceso de esterilizacion.
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Simulacién de un bioproceso

Luego de tres ejecuciones de procesos libres de microorganismos introducidos se determiné
que durante la ejecucion del biorreactor no hay contaminacion cruzada. No se evidencio
crecimiento en ninguna de las repeticiones. Por lo que se determina la posibilidad de utilizar
este método de esterilizacion como parte del proceso. Ademas, el resultado la calidad hermética
del disefio al no ingresar contaminantes.

Uso del tanque

El disefio presenta un montaje sencillo debido a la facilidad de limpieza del disefio con bordes
redondeados. Su montaje incorpora al microprocesador y como se explicd anteriormente,
como resultado el disefio permite capturar datos, agitar y airear el sistema manteniendo la
inocuidad. El sistema en su montaje (figura 11) presenta las etapas previsualizadas en los
planos, descentralizando las funciones en cada una de las partes permitiendo modularidad. Se
determina que el disefio no presenta fugas al realizar un montaje correcto.

Figura 11. Fotografia del tanque montado.

Bioproceso

Se realizaron tres fermentaciones con R. opacus (figura 12). Se observa en la curva
correspondiente a la repeticion 1, un periodo de latencia hasta aproximadamente las 14 h, a
partir del cual inicial la fase exponencial que se extiende hasta las 64 h, donde comienza la fase
estacionaria. La repeticion 2 muestra un comportamiento similar al obtenido en la repeticion 1. La
tercera curva de crecimiento exhibe una fase mayor de latencia de 60 h, donde seguidamente
entra en fase exponencial. La tercera curva presenta un mayor periodo de adaptacion al medio,
el cual esta constituido por 40 g/L de azucar, al no tener condiciones especificas el rendimiento
de biomasa durante el crecimiento del inoculo en PBD es un factor determinante para la fase de
adaptacion del microorganismo debido al cambio de composicion a un medio con solo fuente
de carbono adicionada. Pese a la diferencia entre las cinéticas de crecimiento obtenidas, el
resultado valida la capacidad del biorreactor de contener una fermentacion, debido al aumento
de luz absorbida en el transcurso de 3 a 6 dias.
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Figura 12. Curvas de crecimiento de R. opacus.

Para la comprobacion del sensor de transmitancia se tomaron los datos de la primera
fermentacion. Debido a que el sistema no posee un moédulo de medicion de tiempo se asigné
un intervalo numérico consecutivo. La figura 13 presenta los datos obtenidos, donde se observa
una distribucion creciente en el tiempo. Es importante mencionar que el sensor presenta una
constante desconexion, la cual se refleja en la acumulacion de datos en zonas mas oscuras
cercanas al valor 2. Esto concuerda con la alta exposicion a movimiento mecanico generado
por los motores dentro del sistema.

Lectura del Sensor

15000 20000 25000 30000 35000 40000
Asignaci6n de intervalo

Figura 13. Curvas de crecimiento de R. opacus realizada por el sensor incorporado.

La presencia de ruido en la data recolectada se debid a variaciones de voltaje no relacionadas
con la medicién, comunmente esto esta relacionado a la configuracion de los pines en el
instrumento de prototipado (protoboard) por lo que es necesaria la fabricacion de una placa
PCB donde las conexiones sean soldadas a la placa [51]. Ademés, debido a que en cada
experimento se generan altas vibraciones dado a la accion de los motores, se encuentra el
requerimiento de migracion del prototipo.

Conclusiones

Se propuso una metodologia de esterilizacion in situ de bajo costo, usando equipo comercial
y, al evaluar su funcionamiento, se logré concluir que el sistema de esterilizacion planteado
no es recomendable para la empresa debido a la fluctuaciéon de temperatura y porcentaje de
eficiencia del 92%. Sin embargo, el uso de autoclave para esterilizacion presenta el rendimiento
necesario para la empresa. Se determina la permanencia del estado de inocuidad a lo largo del
Proceso, ya que no presentd contaminacion en las pruebas de medio estéril. De esta manera se
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establece la posibilidad de capturar los datos, por medio de microcontrolador, de la reaccion
(pH, Crecimiento y Temperatura) extrayendo medio del sistema y realizando el muestreo ex
situ sin contraminar la fermentacion. Con esto datos se demuestra que el tanque es capaz de
brindar las condiciones para el cultivo de R. opacus, segun las curvas de crecimiento. Con éxito
se establece las bases para la construccion de un biorreactor con concepto modular asistido
por microcontrolador para el crecimiento de R. opacus, con la capacidad de reproducir el
disefio para los biorreactores que sean necesarios en el futuro.
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