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RESUMEN

Ante la necesidad de los laboratorios de la carrera de Ingenieria en Alimentos de la
Facultad de Ingenieria Mecéanica y Ciencias de la Produccién (FIMCP) de adquirir un
biorreactor para desarrollar procesos biotecnolégicos (cultivo de microorganismos y
sustancias activas) de aplicaciones industriales y practicas de laboratorio, mejorando el
control automético del biorreactor disefiado durante el Il término 2016-2017 en el
proyecto de materia integradora “Disefio de un biorreactor a escala de laboratorio y su

sistema de control”.

El presente proyecto se desarrolla como proyecto multidisciplinario, integrando la carrera
de Ingenieria en Mecéanica para el desarrollo del analisis térmico y estructural de la caja
de los componentes de control automatico; Ingenieria en Electronica y Automatizacion,
para realizar el control automatico de los procesos; e Ingenieria en Alimentos, para la
validacion del desempefio del equipo por medio de la produccion de compuestos

bioactivos.

Por parte de la carrera de Ingenieria en Alimentos se realizé la validacidon del biorreactor
con el desarrollo de un proceso biotecnolédgico, para este caso con la produccion de
biotensoactivos (BT) a partir de Bacillus subtilis DS03, obteniendo un BT de alta calidad,
ya que redujo la tensién superficial de 72 a 36,33mN/m; ademas también se validé con

la produccién de cultivos iniciadores a partir de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Palabras clave:

Biorreactor, Biotensoactivo, tension superficial.



ABSTRACT

In response to the need of the laboratories of the engineering career in Food of the Faculty
of Mechanical Engineering and Science of Production (FIMCP) to get a bioreactor to
develop biotechnological processes (bacterial cultures and active substances) of
industrial applications and laboratory practices, improving the automatic control of the
bioreactor designed during the second term 2016-2017 in the integrative project "Design

of a laboratory-scale bioreactor and its control system".

This project is developed as a multidisciplinary project, integrating Mechanical
Engineering for the development of the thermal and structural analysis of the safety of
the components of automatic control; Engineering in Electronics and Automation, to
perform the automatic control of the processes; and Food Engineering, for the validation

of the team's performance through the production of bioactive compounds.

The contribution of engineering in food took place in the validation of the bioreactor with
the development of a biotechnological process, in this case with the production of
biosurfactants (BT) of Bacillus subtilis DS03, obtaining a high quality of BT, as it reduces
the surface tension of 72 to 36.33 mN/m; in addition the bioreactor with the production of

starts cultures from the yeast Saccharomyces cerevisiae.

Keywords:

Bioreactor, Biosurfactants, surface tension.
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

La carrera de Ingenieria en Alimentos de la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL) y sus laboratorios requieren de biorreactores para desarrollar estudios e
investigaciones en el area biotecnoldgica.

Actualmente en Ecuador, no se ha encontrado produccion nacional de biorreactores,
por lo que se ven obligados a importarlos, lo que ocasiona un alto costo de
adquisicién y en algunos casos, dejar de lado las investigaciones lo cual representa
un gran retroceso en el ambito académico. Segun investigaciones los costos de los
biorreactores oscilan entre $50 000 y $100 000, dependiendo de su capacidad
volumétrica y control de parametros especificos (Trujillo-Roldan, 2009).

Una aplicacibn muy atil que se le otorga a estos equipos, es la produccion de
biotensoactivos (BT), que es el producto final de un cultivo microbiano desarrollado
en el biorreactor que tiene pardmetros especificos de control como pH, temperatura,
oxigeno disuelto y velocidad de agitacion. Los biotensoactivos son compuestos
complejos producidos por via biolégica por diferentes tipos de microorganismos
como Bacillus subtilis, ademéas estan integrados por diversas estructuras como
péptidos, glicolipidos, glicopéptidos, acidos grasos y fosfolipidos, poseen baja
toxicidad, son biodegradables y poseen mejor compatibilidad con el medio ambiente
(Jiménez, Medina, & Gracida, 2010).

Este proyecto tiene como objetivo disefiar, construir y validar un biorreactor a escala
de laboratorio, que controle los parametros antes mencionados, con la creacion de

un proceso biotecnoldégico.



1.1 Descripcion del problema

La biotecnologia es una ciencia que abarca diversos conocimientos, y esta
teniendo un rapido crecimiento en los ultimos afos, actualmente se aplica en
diversas areas como la medicina, agricultura, la industria alimenticia,

farmacéutica y el cuidado medio ambiental.

En la actualidad, la biotecnologia se encuentra en fase de desarrollo dentro
del pais y esta adquiriendo un gran potencial dentro del ambito académico,
social y econémico, pero a pesar del gran interés que esta teniendo el pais en
estos temas, se ven limitados los diversos estudios debido a la falta del
eguipamiento con tecnologia avanzada para el monitoreo y control de dichos

equipos.

En Ecuador, los laboratorios que necesitan realizar cultivos de
microorganismos, no cuentan con una oferta econémicamente accesible de
biorreactores con sistema de control automatico, por lo cual se ven obligados
a importarlos; ademas ciertas universidades, debido al alto costo adquisitivo,
se ven obligados a dejar de lado las investigaciones lo cual representa un gran

retroceso en el ambito académico.

Al presente, no se ha encontrado produccion nacional de biorreactores, por lo
que se ven obligados a importarlos, lo que ocasiona un alto costo de
adquisicién y en muchos casos, sin garantia de mantenimiento y reparacion.
Por este motivo, se considera pertinente desarrollar un biorreactor a escala de
laboratorio que satisfaga las necesidades de investigadores, docentes,
estudiantes y profesionales de la industria, especialmente de la industria de
alimentos, que tenga un costo inicial accesible, y que sea disefiado con alta
tecnologia, con componentes y materiales disponibles localmente, que

permita un rapido, facil y econémico mantenimiento y reparacion.



1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Disefar, construir y validar un biorreactor de 12 litros de capacidad, a
escala de laboratorio con la implementacion de un sistema de control
automatico para la aplicacién en el estudio de procesos de fermentacion y
produccién de biotensoactivos.

1.2.2 Objetivos especificos

e Conocer las condiciones Optimas de crecimiento de la bacteria
involucrada para la produccion de biotensoactivos.

e Comparar la produccion del biotensoactivo en el laboratorio y en el
biorreactor.

e Realizar pruebas en el prototipo y en el equipo final.

e Validar el sistema de control del biorreactor, sobre un producto de
compuestos bioactivos o alimentos.

e Desarrollar procesos de cultivos de microorganismos, a traves del uso

del biorreactor.

1.3 Marco tedérico

En el marco tedrico presente se detallaran conceptos indispensables para el

entendimiento del presente proyecto.
1.3.1 Biorreactor

Un biorreactor o fermentador es un sistema que proporciona un ambiente
bioldgicamente activo y controlado que permite el crecimiento eficaz de las
células y la formacion de un producto; el medio ambiente adecuado tiene
niveles o6ptimos de parametros especificos como temperatura, pH,
sustratos, sales y oxigeno disuelto (Rodriguez & Cabrera, 2003); este
proceso puede ser aerobio o anaerobio (Rivera & Suarez, 2010). Este tipo
de equipos frecuentemente son de forma cilindrica, con variaciones de

tamanfo y fabricados normalmente en acero inoxidable.



La operacion de los biorreactores puede ser de tres modos diferentes,

dependiendo de los flujos de entrada y salida:

Batch (lote)

Implica una secuencia de operaciones, desde el desarrollo del in6culo
desde un cultivo comun hasta la obtencion del producto final de la
fermentacidon. Su productividad es la relacién entre la concentracion
final de biomasa y el tempo completo del lote, que incluye el tiempo de
fermentacién y el tiempo de retorno (vaciado, limpieza, esterilizacion y
llenado) (Taylor & Francis Group, 2006).

Continuo

Es un sistema abierto que mantiene las células en un estado de
crecimiento equilibrado afadiendo continuamente medio fresco y
retirando el medio de cultivo a la misma velocidad; ademés existen dos
modos de operacion: quimiostatos y auxostatos; el quimiostato estudia
las condiciones ambientales constantes y hace referencia al consumo
de sustratos, mientras que los auxostatos hace referencia a la actividad

metabdlica del microorganismo (Taylor & Francis Group, 2006).

Fed-batch (lote alimentado)

Es una técnica entre los dos modos de operacién anteriores y se suele
emplear para conseguir elevadas concentraciones celulares en el
biorreactor y evitar la formacion de metabolitos secundarios (Taylor &
Francis Group, 2006).

Batch Fed batch Continuous
S, ﬁ So
Xq Xa

o0 X

Figura 1. Modos de operacion de los biorreactores
Fuente: (Aguilera & Ramirez, 2016)
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1.3.2 Biorreactores en el mercado

Teniendo en cuenta la cantidad de tiempo y recursos que una organizacion
invierte en llevar un equipo biologico al mercado, la seleccion de
biorreactores es una de las decisiones cruciales al momento de la
adquisicion. Los costos de produccion juegan un papel vital en la fijacién
de precios de los productos biologicos, por lo cual cualquier medida de
ahorro de costos implementada en la etapa de fabricacion de los

biorreactores se traduce en ganancias sustanciales (Ladage, 2015).

Los resultados de una encuesta de Nice Insight cuantificaron la lenta
induccion de biorreactores de un solo uso en el mercado, adicional se
preguntd a los encuestados sobre sus preferencias de tecnologia de
bioreactores y habia una preferencia casi igual por dos tipos de reactores:
acero inoxidable 68% vy reactores desechables de un solo uso 67%
(Ladage, 2015). Es necesario conocer los riesgos de citotoxicidad, antes de
gue los reactores de un solo uso puedan considerarse como una alternativa
estandar a los reactores de acero inoxidable; pero, dado el caracter
riguroso, metodico y conservador de la industria biofarmacéutica y
alimentaria, las técnicas innovadoras tienen que pasar los rigores de las
pruebas, las aprobaciones y el tiempo antes de convertirse en un estandar

aceptable de funcionamiento (Ladage, 2015).

La seleccidon de biorreactores es un proceso muy personalizado, caso por
caso, que depende de multiples variables; una OCM (Organizacion Comun
de los Mercados) puede poseer biorreactores de un solo uso de ultima
generacion, pero si se requiere grandes reactores de acero inoxidable de
20.000 L para complementar una instalacion similar en la empresa; el
estado de la técnica de reactores de un solo uso con capacidad de 250
litros no funcionard; sin embargo, una mezcla de multiples biorreactores de
tanque agitado de uso uUnico de 2000L junto con algunos reactores
tradicionales le dara al cliente la confianza en la capacidad de la OCM para

cumplir sus metas (Kuehn & Ladage, 2015).



1.3.3 Tendencias 2013 - 2015

Las comparaciones interanuales revelaron que las preferencias de los
biorreactores se han fortalecido en los ultimos afios, particularmente para
la tecnologia desechable de un solo uso y la tecnologia de acero inoxidable
més tradicional. En el caso de los reactores desechables de un solo uso,
se observo un incremento del 5% en "Strongly Prefer" en los dos afios,
mientras que la preferencia por la tecnologia de acero inoxidable mostré un
aumento del 6% en "Strongly Prefer" durante el mismo periodo (Ladage,

2015), tal como se observa en la Figura 2.

Bioreactor technology preference shifts from 2013 to 2015
M Stainless steel technology M Flexible stainless steel technology M Single-use disposable technology

A, Strongly Avoid B, Aveid C. Indifferent D. Prefer E, Strongly Prefer F. Top 2 Box

2013

2015
S n (SR
7
0
7 7 I i
|3 3 4. PR
ey O i zomi

A B A B c

Figura 2. Tendencias 2013 - 2015
Fuente: (Kuehn & Ladage, 2015)
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Existen biorreactores en varios tamafnos desde la escala de laboratorio de

laboratorio 10L a la escala de fabricacion comercial de 2000L. Existen
biorreactores donde el disefio es similar a un reactor de acero inoxidable
tradicional que posee un fermentador de tanque de agitacién de un solo uso
especificamente para el cultivo microbiano, éste sistema ha estado
disponible desde hace algun tiempo y ha demostrado ser exitoso con
multiples lineas de cultivo de células microbianas tales como Escherichia
coli. coli, Pseudomona aeruginosa y Saccharomyces cerevisiae y Bacillus

subtilis.
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Caracteristicas de los biorreactores

Las caracteristicas bésicas del desarrollo de un proceso de fermentacion
se representan en forma de una curva de crecimiento y medicion de los
pardmetros especificos que caracterizan una biomasa. El crecimiento en
un sistema biologico es importante en los procesos de fermentacion y se
define con el incremento ordenado de todos los componentes quimicos.
Este crecimiento se puede medir por diversos métodos como peso seco,
absorbancia, niumero de células viables, contador de células, entre otras
(Rodriguez & Cabrera, 2003).

Es indispensable que en el disefio y la construccion de un biorreactor se
controlen los parametros antes mencionados. Para el control de
temperatura se utilizan comunmente termocuplas, que son sensores que
generan un voltaje muy pequefio del orden de los milivoltios el cual aumenta
con la temperatura; por otro lado, se controla el pH mediante el uso de pH-

metro que proporciona mediciones exactas (Flores & Velin, 2014).

Principios de disefio de un biorreactor

Los biorreactores son equipos en donde se realizan procesos de cultivo, ya
gue mantienen un ambiente viable para el crecimiento de los
microrganismos. Su disefio debe asegurar la homogeneidad entre los
componentes del sistema, las condiciones Optimas para el crecimiento
microbiano y la obtencién del producto deseado (Ruiz-Leza, Rodriguez-
Jasso, Rodriguez-Herrera, Contreras-Esquivel, & Aguilar, 2007). Es
importante tomar en consideracion los problemas de transferencia de calor
y oxigeno sobre el sustrato, ya que dependen de las caracteristicas de los
sustratos que se estén utilizando para la fermentacion, siendo este el
principal factor que afecta en el disefio y las estrategias de control.
Los criterios mas importantes para el disefio de un biorreactor son los
siguientes (Ruiz-Leza et al., 2007):
o Eltanque debe proporcionar asepsia y hermeticidad el sistema durante
los dias que dure el proceso, para evitar la aparicion de contaminantes

durante el mismo.
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e Debe proporcionar un adecuado sistema de aireacion y agitacion para
cubrir las necesidades metabdlicas de los microorganismos.

e Minimo consumo de energia.

e Poseer entradas para la adicién de nutrientes y control de pH y oxigeno.

e Facilitar la transferencia de calor en el medio y mantener estable la
temperatura deseada.

e Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen del
cultivo, por medio de la agitacion.

e Suministrar oxigeno a una velocidad que satisfaga el consumo.

e El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; una vez
que todo el sistema ha sido esterilizado y posteriormente inoculado con

el microorganismo.

Parametros de control

Al tratarse de un biorreactor de tanque agitado, hay diferentes parametros

gue requieren lectura, monitoreo, analisis y control.

1.3.6.1 Temperatura

La temperatura es un factor fisico muy importante para la mayoria de los
cultivos bacterianos y fungicos, que deben estar entre 25°C y 37°C para
gue las células puedan crecer satisfactoriamente (Cardenas, 2013),
adicional a esto el biorreactor de tanque agitado disefiado, tiene la ventaja
de poder elevar su temperatura por encima de los 100°C lo que permite la
esterilizacion del medio y del equipo.

1.3.6.1.1 Sensor de temperatura pt100

El parametro temperatura tiene un sensor de estado solido denominado
pt100 o RTD (resistencia dependiente de temperatura), que son elementos
semiconductores cuyo valor resistivo cambian en funcion de la temperatura;
entre sus ventajas esta una mayor precision para rangos de temperatura

no mayores a 500°C (AlltronicsPeru, 2011).



1.3.6.2 Potencial de Hidrogeno (pH)

Cada microorganismo tiene un pH al que se puede desarrollar de manera
Optima, por lo cual se requiere de un sensor de pH que sea capaz de
obtener mediciones precisas y confiables (L6pez, 2013).

Pequefias variaciones de pH afectan el crecimiento celular, lo que lleva al
uso de reguladores, que permitan mantener el pH dentro de un rango
optimo para cada tipo de célula. El pH alto inhibe el metabolismo celular y
la sintesis de proteinas, lo cual afecta el crecimiento celular. También,
cuando la accion reguladora del tampén es afectada por la concentracién
de sus componentes o por los residuos del metabolismo de las células, el
pH del medio disminuye produciendo estrés y afectando el funcionamiento

celular.

1.3.6.2.1 Bombas peristalticas

Para evitar las variaciones de pH dentro del biorreactor, es necesario tener
reguladores de pH, como bombas peristalticas que proporcionan
excelentes medidas de bombeo, especialmente cuando el producto que se
bombea tiene caracteristicas particulares (acido — base).

Las bombas peristélticas basan su funcionamiento en girar 2 rodillos en un
compartimento circular comprimiendo de forma progresiva una manguerita
especial flexible, por el cual va avanzando el contenido dentro de la misma,
tal como se muestra en la Figura 3. Entre los beneficios de las bombas
peristalticas esta el volumen que envia el sistema hasta equilibrar el medio,
ademas del mantenimiento de las mismas ya que posee mangueritas que

pueden esterilizarse facilmente y evita la contaminacién del medio.

Figura 3. Secuencia de funcionamiento de una bomba peristéltica
Fuente: (Lépez, 2013)



1.3.7

1.3.6.3 Oxigeno disuelto (OD)

El oxigeno disuelto es uno de los sustratos indispensables en el
metabolismo de las células. Pruebas “In vitro” han demostrado que la
concentracion de oxigeno en el medio, influye directamente en el
crecimiento (Cardenas, 2013).

En el biorreactor, la transferencia de oxigeno se ve afectada por las
propiedades fisicas tanto del medio de cultivo como del gas utilizado para
aportar el oxigeno, las dimensiones del biorreactor, las condiciones de
operacion, el tipo de microorganismo cultivado y la tasa de consumo de
oxigeno por los microorganismos para el crecimiento, mantenimiento y
produccion de metabolitos y estructuras celulares (Buitrago, Otalvaro, &
Duarte, 2013), por tal motivo, es necesario implementar un sistema de
aireacion eficiente.

En cuanto a los sistemas de distribucidén de aire, se ha planteado el uso de
bombas de aire para los cultivos de microorganismos, debido a que tiene
la ventaja de generar burbujas de menor diametro, incrementando el area
de contacto entre las burbujas y el medio liquido, favoreciendo asi la
velocidad de transferencia de oxigeno.

1.3.6.4 Agitacion

La agitacion es la que se encarga de generar estimulos fisicos que permitan
el acceso a reguladores y nutrientes hacia las células, siendo la velocidad
de agitacion 6ptima para el crecimiento bacteriano menor a 120 RPM;
ademas la agitacion afecta la homogeneidad del acceso a nutrientes, como
la eliminacion de los residuos metabdlicos celulares y determina la calidad
y uniformidad de los productos obtenidos e interviene directamente en la
transferencia de masa entre la fase gaseosa y la fase liquida (Cardenas,
2013).

Tipos de biorreactores

Existe una gama de biorreactores, pero entre estos destacan tres tipos de

biorreactores:
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e Biorreactor air-lift: es muy similar al biorreactor de columna de burbujeo,

requiere la expansion del gas introducido a la misma temperatura que se
encuentra el liquido, manteniendo una mezcla homogénea. Este tipo de
biorreactor induce la circulaciéon del liquido, tal como se muestra en la
Figura 4 y gases logrando una excelente mezcla, lo cual es ideal para

organismos que requieren un alto nivel de transferencia de oxigeno.

Internal-loop split Internal-loop External-loop
ALR concentric ALR
tube reactor
Gas output Gas output Gas output
t 1 t

e S —

v ¥ e

Gas input Gas input Gas input

Figura 4. Biorreactor tipo air-lift
Fuente:(Merchuk & Gluz, 2012)

e Biorreactor de torre: aprovecha la presion hidrostatica que ejerce la

columna de agua y se caracteriza por tener una altura significativa en
relacion con el diametro del mismo y son utilizados en cultivos continuos

y heterogéneos.

e Biorreactor con agitaciéon mecanica: es el mas utilizado debido a su facil

funcionamiento y confiabilidad; constan de un soporte de acero
inoxidable, fijado en la tapa o en su base que tiene un sistema de
agitacion (Flores & Velin, 2014). Los cambios asociados en los disefios
de los biorreactores de acero inoxidable se han basado en su interior, es
decir, en el disefio de nuevos impulsores, dispersores de aire,
deflectores y en la adquision y control de las variables del proceso tal

como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Biorreactor con agitacion mecanica STR

Fuente: (Nunez-Ramirez, 2012)

1.3.8 Productos de interés industrial

Existe una gran variedad de productos de interés industrial que pueden
desarrollarse en el biorreactor como: emulsionantes, antimicrobianos,
encapsulantes, péptidos bioactivos, antihipertensivos, antioxidantes,
enzimas, conservantes, vitaminas, biotensoactivos y cultivos estarter
(iniciadores), siendo estos dos ultimos de gran importancia para la industria

de alimentos, los cuales se detallan a continuacion.

1.3.8.1 Biotensoactivos

Los tensoactivos o surfactantes son productos quimicos de bajo peso
molecular que cambian las propiedades del agua y otros fluidos, ademas
son moléculas anfifilicas que reducen la tensién superficial en la interfase
del sistema agua-aire 0 agua-aceite, que pueden llegar a disminuir la
tension superficial del agua de 72 a 35mN/m (Shoeb, Akhlag, Badar,
Akhter, & Imtiaz, 2013), ademas ayudan a la formacion de emulsiones entre

diferentes liquidos (Jiménez et al., 2010).

Los tensoactivos son compuestos quimicos muy importantes que se utilizan
en una variedad de productos con un volumen muy alto debido a sus

aplicaciones domésticas e industriales; pero pese a todas sus ventajas, su
12



liberacion al medio ambiente puede ser un peligro potencial, ya que casi
todos los tensoactivos sintéticos quimicamente son derivados del petréleo,

motivo por el cual han sido reemplazados por biotensoactivos.

Los biotensoactivos son tensoactivos de origen bioldégico que son
producidos por bacterias, hongos y levaduras. El enorme potencial
comercial y sanitario de los biotensoactivos y la demanda actual del
mercado con alternativas competitivas y eco — amigables, ha llevado a
diversas investigaciones con el aislamiento y deteccion de
microorganismos productores de biotensoactivos (Shoeb et al., 2013). Por
lo tanto, los biotensioactivos son eleccion natural sobre los tensoactivos
sintetizados quimicamente y son preferidos sobre los tensoactivos
sintéticos para la amplia gama de aplicaciones industriales en

biorremediacion, salud, cosméticos, petrdleo y procesamiento de alimentos

Las principales funciones de los biotensoactivos son:

e Capacidad para emulsificar y solubilizar compuestos insolubles en
fases acuosas, como son los hidrocarburos, facilitando la disponibilidad
de estos sustratos para el crecimiento y mantenimiento de los
microorganismos (Jiménez et al., 2010).

e Adherenciay liberacién de células en superficies (Islas et al., 2010).

e Facilitar el transporte de hidrocarburos a nivel de membrana, funcién
atribuida a los biotensoactivos del tipo glicolipidico ligados a membrana
celular (Islas et al., 2010).

e Actividad antibidtica, la que ha sido demostrada por varios
biotensoactivos, producto del Bacillus subtilis, los cuales presentan
actividad como antibiéticos, lo que les permite solubilizar los principales
componentes de las membranas celulares microbianas y les brinda una
mayor oportunidad de supervivencia en nichos con una alta

competitividad por nutrientes (Jiménez et al., 2010).
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1.3.8.1.1 Clasificacion y naturaleza quimica de los biotensoactivos

Los biotensoactivos se pueden clasificar segun su estructura quimica y su
origen microbiano, y se clasifican en dos categorias (Tabla 1): alto peso
molecular (polimeros y particulas surfactantes o tensoactivas) y bajo peso

molecular (glicolipidos, lipopéptidos y fosfolipidos).

Tabla 1. Clasificacion de los biotensoactivos
Clasificacion de los biotensoactivos

e La mayoria son de naturaleza glicolipidica.
e Son carbohidratos que combinan con acidos
) ] alifaticos de cadena larga que se enlazan con
Glicolipidos
ésteres.

e Los (glicolipidos mas conocidos son
ramnolipidos, trehalolipidos y soforolipidos.

e Consisten en un gran nimero de lipopéptidos
ciclicos unidos a un &cido graso.

e Se caracterizan por existir varias bacterias

Biotensoactivos de _ i para producir estas moléculas, por ejemplo
. Lipopéptidos
bajo peso Bacillus subtilis, que puede reducir la tension
molecular superficial de 72,8 a 27,9 mN/m a una
concentracion de 0,005%; ademéas es
antibacteriano, antiviral y antifangico.

e Producidos por varias bacterias y levaduras
durante el crecimiento sobre los alcanos, que
produce una sustancia como

Fosfolipidos fosfatidiletanolamina que disminuye la tensién
interfacial entre el agua y hexadecano a menos
de 1mN/m y una concentracion critica micelar
(CMC) de 30 mg/litro.

Biotensoactivos e Se obtienen de varios componentes conocidos

_ ) poliméricos como emulsan y liposan.
Biotensoactivos de

e Dividen los hidrocarburos para formar una
alto peso

Particulas de microemulsion que juega un papel muy
molecular _ _ . .
biotensoactivos importante en la captacién de alcanos por las
células microbianas.

Fuente: (Shoeb et al., 2013)
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1.3.8.1.2 Biotensoactivos en la industria de alimentos

Los biotensoactivos son compuestos biocompatibles, biodegradables y no

toxicos que tienen la combinacion de caracteristicas particulares que

presentan una variedad de aplicaciones en la industria alimentaria

especialmente como emulsionantes, espumantes, humectantes,

solubilizantes y agentes antimicrobianos (Shoeb et al., 2013).

Emulsificante de alimentos

Los biotensoactivos cubren las gotitas de aceite y forman emulsiones
muy estables (aceite/agua) que normalmente no se unen, lo cual es

muy util para la industria de alimentos.

Estabilizador de alimentos

Los biotensoactivos actian como control de la consistencia en las
formulaciones de panaderia y helados, ademas se utiliza como
estabilizante de grasa y agente antiespumante durante la coccion de
aceite y agua.

En elaboracion de alimentos, la adicion de ramnolipidos mejora la
textura y vida util de los productos que contienen almidén, modifican las
propiedades reolégicas y la estabilidad del trigo (Fait, Garrote, Clapés,
& Morcelle, 2012). Ademas se utiliza para controlar la aglomeracién de
los globulos de grasa y mejorar la textura de los productos a base de

grasa.

Actividad anti-adhesiva

La actividad anti-adhesiva del biotensoactivo se utiliza para inhibir los
biofilms formados en la superficie de contacto de los alimentos con las
bacterias; estas bacterias son potenciales fuentes de contaminacion, lo
que conduce al deterioro de los alimentos, es por eso que los
biotensoactivos controlan la adherencia de los microorganismos
proporcionando asi productos mas seguros y de calidad para los

consumidores.
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1.3.8.2 Importancia de los cultivos estarter (iniciadores)

Los cultivos iniciadores han sido desarrollados con el objeto de reducir el
tiempo de fermentacion y consiste en una especie 0 combinacion de
especies microbianas que una vez agregados a un producto, se
transforman y dan como resultado un cambio de la textura, color y flavor
del producto final, incrementando su poder de conservacion y en ocasiones
beneficios para la salud del consumidor como los probiéticos (Cabeza
Herrera, 2006). Los microorganismos empleados como cultivos estarter
pueden ser bacterias, levaduras y mohos individualmente o una mezcla de
ellos (bacteria-bacteria; bacteria-levadura; bacteria-moho; moho-moho;

moho-levadura; levadura-levadura).

1.3.8.2.1 Seguridad, funcionalidad y propiedades tecnoldgicas

Las bacterias mas prometedoras como cultivos iniciadores son aquellas
gue se aislan de la microbiota nativa de los productos tradicionales; estos
microorganismos se adaptan a las condiciones medioambientales que
ofrece el sustrato y son capaces de controlar y sobreponerse a la microbiota
alterante de los productos (Cabeza Herrera, 2006).

Para la seleccion de cepas con potencial actividad como cultivo iniciador,

debe reunir un conjunto de caracteristicas (Cabeza Herrera, 2006).

e Evaluar y disponer de informacién experimental suficiente sobre su
metabolismo y actividades, ya que en algunos casos su efecto sobre
los sustratos puede ser limitado, en otros casos solo se manifiesta a
muy alta concentracion de bacterias, y en algunos el efecto no existe.

e Que estén reconocidos como GRAS.

e Debera tener una produccion viable y a gran escala.

e Durante su uso y almacenamiento deberan ser estables.

16



Se debe realizar una correcta seleccion, conservacion y manejo de los
cultivos iniciadores, para estandarizar y mantener una calidad uniforme del
producto final.

Los cultivos iniciadores se presentan de diversas formas tal como se

observa en la Figura 6 y los principales grupos empleados son (Cabeza

Herrera, 2006):

e Bacterias de utilidad en la industria lactea, carnica, vegetales y
cereales: bacterias acido-lacticas homo y heterofermentativas (BAL) de
las familias Lactobacillaceae y Streptococcaceae; bacterias acéticas de
la familia Acetobacteriaceae; bacterias reductoras de nitratos como
Micrococcus spp y Staphylococcus spp, entre otras.

e Levaduras de los géneros Saccharomyces (S. cerevisiae, S. boulardii),
Candida (C. utilis), Debaryomyces y Kluyveromyces (K. fragilis) para
cerveceria, vinificacion, destileria, panificacion y elaboracion de
alimentos orientales a base de cereales (arroz y soja).

e Mohos de los géneros Penicillium spp, Aspergillus spp, Rhizopus spp,
Geotricium spp., para elaboracion de quesos, productos de reposteria

y alimentos orientales a base de cereales (arroz y soja).

Figura 6. Diversas formas de presentacion de cultivos iniciales
Fuente: (Cabeza Herrera, 2006)
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1.3.8.2.2 Aplicaciones

Produccion de alcohol para la industria vinicola y cervecera

Las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae de fermentacién alta
ya que sube a la superficie al final de la fermentacién se emplea para la
produccién de cerveza a una temperatura de 15-32°C. Por otra parte
Saccharomyces uvarum de fermentacion baja, que cae al fondo de la cuba
al final de la fermentacidbn se emplea para la obtencién de cerveza a

temperaturas de 15°C.

Producciéon de pan acido

Intervienen levaduras de las especies Saccharomyces cerevisiae, Candida
krusei, Candida tropicalis, Torulopsis holmii y bacterias &cido-lacticas.

Produccién de derivados lacteos (yogurt y quesos)

Se emplea Penicillium camemberti para la elaboraciéon de quesos de pasta
blanda como el Camember o Brie. Durante la maduracién de estos quesos
el Penicilllum consume el &acido lactico producido por las BAL
desacidificando la cuajada, ademas producen sustancias que modifican el
sabor y aroma de los diferentes quesos. Penicillium roqueforti es empleado
en la produccion de los denominados quesos de pasta azul como el queso
roquefort, Gorgonzola o Danés. Este moho se suele afadir a la leche antes
del cuajado, aunque algunas veces se incorpora a la cuajada en el
momento del moldeado.

Produccion de embutidos

Se obtiene por la accion de las bacterias acido-lacticas, pero también se
emplean algunas levaduras como Debaryomyces hansenii, Candida
deformans) y mohos (Penicilium commune, Penicillium nalgiovense o
Scopulariopsis flava en la elaboracion de salchichén y salamis para lograr
la capa blanca que recubre la superficie de estos productos. Por otro lado,
también aportan modificaciones del sabor y olor en estos productos por

actividad de sus enzimas lipoliticos y proteoliticos.
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1.3.9

Produccion de vegetales fermentados

En este tipo de productos participan activamente las BAL (Bacterias acido-
lacticas) como Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus faecalis, Pediococcus rhamnosus y

Pediococcus cerevisiae.

Produccién de vinagre

Las bacterias acéticas son importantes para la produccion de vinagre, sin
embargo para la produccién de vinagre es mejor utilizar cepas que no se
han obtenido de cultivos puros, ya que la conservacion de la capacidad de
estas cepas para la fermentacion se ve reducida cuando se mantienen en
cultivos, por lo que la venta y comercializaciéon de este tipo de cultivo
estarter esta muy limitada. Las principales bacterias empleadas en esta

industria pertenecen a la familia Acetobacteriaceae.

Procesos fermentativos

El crecimiento en un sistema biolégico es el incremento de todos los
componentes quimicos. Dicho crecimiento es de suma importancia en los
procesos de fermentacién, ya que al mantenerse controlado el crecimiento,
también se controla la produccion del metabolito de interés. Todo cultivo de
microorganismo pasa por diversas fases en el proceso de fermentacion: la
fase de latencia, exponencial, estacionaria y muerte como se muestra en

la Figura 7.

Stationary phase

Exponential
{log) phase

DE%
phase

Log number of viable cells —=

Time—=
Figura 7. Curva de crecimiento de un cultivo en batch

Fuente: (Rodriguez & Cabrera, 2003)
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1.3.9.1 Medicion del crecimiento microbiano (biomasa)

Cuando usamos el término biomasa nos referimos a la cantidad de masa
de material vivo y se expresa como gramos o calorias por ml o g de
muestra. Una de las variables mas importantes de los bioprocesos es la
determinacién de la biomasa, debido a que nos ofrece un panorama mas
claro de la eficiencia del proceso (Arnaiz, Isac, & Lebrato, 2000), y se puede
medir o cuantificar el crecimiento por medio de métodos como: peso seco,

absorbancia, nimero de células viables, contador de células, etc.

1.3.9.1.1 Peso en seco

La medicion del peso seco de las células es un método directo de
cuantificar la biomasa, consiste en separar las células del medio,
filtrandolas con papel filtro con poros en la medida de micrometros; para
luego secar dichos filtros y pesar (Arnaiz et al., 2000). Una de las
desventajas de este método es que es largo y no tan preciso como se
desearia, es por ello que se requieren balanzas con precisiones de menos
de 1 mg. Ademés de no ser un método selectivo, debido a que determina

tanto las células muertas como las viables.

1.3.9.1.2 Turbidimetria (Absorbancia)

La turbidimetria determina la cantidad de luz dispersada por una
suspension de células, se basa en el hecho de que las particulas pequefias
dispersan la luz de manera proporcional a su concentracion (Zorreguieta,
Pettinari, & Alché, 2016).

Estudios tedricos y experimentales han mostrado que soluciones diluidas
de diferentes tipos de bacterias, independientemente del tamafio celular,
tienen casi la misma absorbancia por unidad de concentracion de peso
seco; esto quiere decir que, en soluciones diluidas, la absorbancia es
directamente proporcional al peso seco, independientemente del tamafio
celular del microorganismo (Arana, Orrufio, & Barcina, 2016). Sin embargo,
se encuentran absorbancias muy diferentes por particula o por UFC,
cuando los tamafios de las células bacterianas son diferentes. Por esta
razén, para estimar el nimero de microorganismos totales o el nimero de
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microorganismos viables de una suspension bacteriana debe realizarse
una "curva de calibracién" con cada tipo de microorganismo, sélo de esta
forma es posible relacionar absorbancia con el nimero de microorganismos

totales o con UFC.

1.3.9.1.3 Determinacion de acidos nucleicos
Determina de manera indirecta la masa de una poblacion bacteriana y la
cantidad existente de un determinado acido nucleico DNA y a partir de este

dato se estima la masa de la poblacion (Zorreguieta et al., 2016).

1.3.9.1.4 Determinacion de nitrégeno

Determina de manera indirecta la masa de una poblacion bacteriana; y hay
diferentes maneras para determinar la cantidad de nitrégeno que contiene
una muestra con relacién al compuesto que se quiera determinar. Puede
analizarse el nitrégeno no proteico mediante el NO?, NO?%*, NH*, el
nitrégeno proteico mediante absorcién en UV, reaccién de Biuret, reaccion
de Lowry, o el nitrdgeno total mediante la digestién de Kjeldahl (Zorreguieta
et al., 2016).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA DE DISENO

2.1 Producciéon en laboratorio

La produccion del biotensoactivo en el laboratorio se realiza a pequefia escala
y es necesario realizarla como un paso previo a la validacion del prototipo del
biorreactor, para poder calcular cualitativamente el tiempo y la produccion
(Jiménez et al., 2010).

2.1.1 Produccion de biotensoactivo

La produccion del biotensoactivo inicia con la preparacion del medio basal

mineral con un volumen de 600ml, detallado en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién del medio basal — mineral

Volumen total = 600ml

Dextrosa 1%

Extracto de levadura 0.1%

Sales:
e NaNOs3 2%
o NazHPO4 2%
e FeS047H20 2%
o KH2POq4 2%
e MgS047H:0 1%
e CaClz 0.1%

Fuente: lvette Sornoza, 2017

Elaboracion propia

La dextrosa y extracto de levadura, se colocaron en fiolas con agua, las
sales minerales en frascos separados para ser autoclavados. Ademas en
el autoclave se colocan los materiales, fiolas de agua salina y agar nutritivo.
Una vez estériles todos los materiales, dentro de la camara de flujo se

colocan las sales minerales en las fiolas.



2.1.2

2.1.3

Luego se resembro la bacteria y se inoculé el medio basal mineral con el
2% de una suspension bacteriana a 2 grados en la escala de Mc. Farland,
gue fue medida en el Densimat. Las fiolas inoculadas se incuban con
agitacion a 120 RPM por 24 horas a 30°C.

Recuperacion del biotensoactivo

El contenido de las fiolas previamente inoculadas e incubadas, se
dispensan en tubos Falcon de 50ml, que se centrifugaron a 5000RPM a
4°C por 15 minutos. El sobrenadante libre de microorganismos se coloca
en tubos Falcon de 50ml vacios y se agrega a cada tubo 0.5ml de &cido
clorhidrico (HCI) concentrado al 37%, y se conserva a 10°C por 24 horas;
mientras que el pellet (bacteria) se desecha.

Pasado este tiempo, los tubos refrigerados se centrifugan a 5000RPM a
4°C por 15 minutos para poder diferenciar dos fases, el sobrenadante se
desechayy el pellet se coloca en viales previamente pesados y se dejé secar
a 60°C hasta alcanzar peso constante para poder obtener el biotensoactivo

en extracto crudo.

Medicion de la tensién superficial

El sobrenadante libre de microorganismos se utilizd para medir la tension
superficial, se colocaron 10ml en el recipiente y se mide la caracteristica
mencionada en el tensiometro manual de fuerza (Figura 8) por el método

del anillo Du Nody.

Figura 8. Tensiometro manual de fuerza
Fuente: (Banat, 1997)
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2.2 Balance de materias primas

En la Tabla 3 se presenta detalladamente la cantidad de cada uno de los

medios necesarios para la produccion de biotensoactivos.

Tabla 3. Medio basal — mineral
MEDIO BASAL - MINERAL

Materia prima Volumen
Detalle Relaciones 600 ml 1000 ml 12000 ml

Dextrosa 10 g/L 649 10g 120 g
Extracto de levadura lg/L 0,649 19 12 ¢
1 (NaNO3) 100x 1% 6 ml 10 ml 120 ml

2 (KH2PO4) 100x 1% 6 ml 10 ml 120 ml

3 (Na2HPO4) 100x 1% 6 ml 10 ml 120 ml

Sales 4 (MgS04.7H20) 100x 1% 6 ml 10 ml 120 ml
5 (CaCl2) 1000x 0,1% 1ml 1ml 12 ml

6 (FeS04.7H20) 100x 1,0% 6,0 ml 10 ml 120 ml

*Total Sales: 30,6 ml 51 ml 612 ml

Preinoculo 49 ml 388 ml
Agua 569 ml 900 ml 11000 ml

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracion propia

2.3 Biorreactor

El biorreactor que se disefiara y construird es un biorreactor tipo STR (Stirred
Tank Bioreactor) ya que se va a realizar un proceso en batch y este tipo de
biorreactor ofrece altas tasas de transferencia de oxigeno requeridas para la
alta productividad de biomasa, ademas de que su bajo costo de inversién
inicial. El tanque agitado del biorreactor es un cilindro vertical que posee
deflectores o baffles para prevenir la formacion de vortices durante la
agitacion. El eje vertical lleva una o varias hélices en funcion de la relacion
altura/diametro que son de 1:3 a 1:6. Posee una gran versatilidad para ser
usado a cualquier escala de produccién y para un gran nimero de procesos

sin necesidad de modificar el disefo.
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2.3.1 Parametros de control

El biorreactor disefiado controla 4 parametros necesarios para el
crecimiento microbiano, como temperatura, potencial de hidrégeno (pH),
oxigeno disuelto (OD) y agitacion. Por otro lado, en la Tabla 4 se detallan

los parametros 6ptimos necesarios para el crecimiento microbiano:

Tabla 4. Pardmetros 6ptimos del Bacillus subtilis

Parametro Rango Optimo
Temperatura 35°C - 40°C 37°C
Potencial de Hidrégeno (pH) 6-7 6.5
Oxigeno disuelto (OD) Min: 2ppm (mg/L) > 2ppm (mg/L)
Agitacion 100 - 130 RPM 120RPM

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracion propia

2.4 Validacién del prototipo

El presente proyecto se trata de un modelo fisico verificable mediante ensayos
de laboratorio y experimentacién prueba — error, las cuales se pondran en
marcha para poder validar cada uno de los parametros indispensables para el

crecimiento del microorganismo.

2.4.1 Validacion de esterilidad

La validacion de esterilidad es muy importante para poder descartar
posibles contaminaciones durante el trabajo en el biorreactor y la
manipulacion por parte del operador. La metodologia para la validacion de
esterilizacion inicia con la carga del biorreactor con 12 litros del medio basal
— mineral, y se esterilizé a 100°C por 15 minutos, para luego mantener el
medio a 37°C en donde se inoculan las sales 612ml, para poder obtener el
medio basal — mineral, todo esto a 120RPM. Seguido de esto se toma una
muestra y se mantiene el biorreactor durante 24 horas bajo los siguientes
parametros:
— Agitacién: 120RPM
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24.2

— Temperatura: 37°C
— pH: 6,5
— Oxigeno disuelto > 2ppm (mg/L)

Después de las 24 horas se toma otra muestra para verificar la esterilidad,
en primera instancia se analiza si hay o no contaminacion con un cambio

de turbidez (cambio de coloracion).

Validacion del parametro temperatura

Primera validacion

Se realizaron pruebas para validar el parametro temperatura del prototipo,
en donde se trabajo con una capacidad volumétrica de 10 litros de agua,

con la finalidad de llevar dicho volumen a 30°C.

Segunda validacion

Luego de los errores encontrados y corregidos, se continué con la
validacion, pero con una variacion de la capacidad volumétrica de 10 a 12
litros de agua, en la cual se tomaron datos cada 5 minutos, elevando su

temperatura hasta 30°C.

Tercera validacion

La presente validacion de temperatura se realiz6 con agua potable, en
donde se trabajo con una capacidad volumétrica de 12 litros, para llevar a

cabo el proceso de calentamiento, retencion y enfriamiento.

Cuarta validacion

Se realiz6 otra validacion de temperatura, asi también con agua potable, en
donde se trabajo con una capacidad volumétrica de 12 litros, para llevar a
cabo el proceso de calentamiento, retencion y enfriamiento, corrigiendo los

errores encontrados en las validaciones anteriores.
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2.4.3

24.4

Quinta validacion

Se realizd otra validacion de temperatura, con medio basal mineral en
donde se trabajo con una capacidad volumétrica de 12 litros, para llevar a

cabo el proceso de calentamiento, retencion y enfriamiento.

Validacion de los parametros temperaturay pH

Se realizaron pruebas para validar el parametro temperatura y pH del
prototipo, con la produccion de biotensoactivos, a partir de Bacillus subtilis,
en donde se trabajo con una capacidad volumétrica de 12 litros del medio
basal — mineral, en donde se esteriliz6 el medio, es decir se elevo la
temperatura a 100°C por 15 minutos para evitar la contaminacién del medio
y su descenso de temperatura posterior hasta los 37°C para el crecimiento

de Bacillus subtilis.

Adicional a esto, se realizaron pruebas estadisticas para analizar la

normalidad, cartas de control y capacidad del proceso.

Validacién de los parametros temperatura, pHy OD

Para esta prueba se trabajo con levadura para la produccion de cultivos
iniciadores, a partir de Saccharomyces cerevisiae, en donde se trabajé con
una capacidad volumétrica de 12 litros del medio de cultivo que se detallan
en la Tabla 5, en donde se esterilizé el medio a 100°C por 15 minutos y
para luego descender la temperatura a 30°C para el crecimiento del

microorganismo.
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Tabla 5. Medio de cultivo para Saccharomyces cerevisiae

ADURA (Saccharo e
Volumen total del medio (batch) = 12000 ml
Reactivo Concentracion Conce_ntracién Lz A p(Ssr:rn:e%SZaéllo VEIIE
final (12000 ml) mi por batch
Sal 1: (NH4)2 SO4 100 x 5.10 g/L 61.2g 122.4 ¢ 120 mL
Sal 2: KH2PO4 100 x 4 g/lL 48 g 96 g 120 mL
Sal 3:MgS04 7H20 100 x 0.21g/L 25¢g 59 120 mL
Total de Sales: 360 mL
Sacarosa 10 g/L 120 g/L
Extracto de levadura 1g/L 12 g/L
Agua 11640 ml

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

2.4.5 Validacion final del equipo

Una vez corregido todos los errores arrojados en las validaciones

anteriores, se procedi6 con la validacién final de los parametros

temperatura, pH y OD, con la produccion del biotensoactivo a partir de

Bacillus subtilis, en donde se trabajé con una capacidad volumétrica de 12

litros del medio basal — mineral, en donde se esterilizoé el medio, es decir se

elevo la temperatura a 100°C por 15 minutos para evitar la contaminacién

del medio y su descenso de temperatura posterior hasta los 37°C para el

crecimiento microbiano.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS

3.1 Anélisis de la validacion de esterilidad

3.2

Con los datos recolectados y analizados se denota que la turbidez se
mantenia igual para el tiempo cero, 12 y 24 horas, es decir no hubo cambio
de coloracion, ademas de los resultados de absorbancia se mantenian iguales
(absorbancia= 0,007), lo cual demuestra esterilidad para 24 horas de
funcionamiento continuo.

Los resultados garantizan la fiabilidad del biorreactor para su uso en
fermentaciones con cultivos puros, sin riesgo potencial de contaminacion,
siempre y cuando garanticen aspectos claves como la correcta limpieza del
equipo, el correcto autoclavado de todos los componentes del sistema y los
cuidados generales en la manipulacion de los indculos y toma de muestras.
Por otra parte, la hermeticidad del sistema, depende de su correcto
ensamblaje, que permite el mantenimiento de una presion positiva en el
interior del tanque, requisito indispensable para evitar la entrada de

contaminantes.

Andlisis de la validacion de temperatura

Primera validacion

En la Tabla 6 se muestran los datos recolectados y en la Grafica 1, se muestra

la curva temperatura vs tiempo.

Tabla 6. Datos primera validacion temperatura

Hora Tiempo (min) Temperatura (°C) AT
17:47 0 21,96 0,00
18:19 32 23,03 1,07

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia



Gréfico 1. Primera validacién — Curva Temperatura vs. tiempo
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible notar el incremento temperatura de
1,07°C en 32 minutos, lo cual no es favorable debido al prolongado tiempo de
espera; ademas en la grafica adjunta se observa la curva temperatura vs
tiempo de la primera validacion realizada la cual tenia errores, entre ellos la
distancia de la resistencia eléctrica térmica y la base del biorreactor era de
1lcm, lo que provocaba una lenta transmisién de calor entre estos, al mismo

tiempo que no se habia encendido el motor de agitacion.

Seqgunda validacién

Enla Tabla 7 se muestran los datos recolectados y el Gréafica 2 se muestra

la curva temperatura vs tiempo.

Tabla 7. Datos segunda validacion temperatura

Tiempo (min) Temperatura (°C) AT
0:00 23,05 0
0:05 23,52 0,47
0:10 24,02 0,50
0:15 24,32 0,30
0:20 24,86 0,54
0:25 25,23 0,37
0:30 25,41 0,18
0:35 25,77 0,36
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0:40 26,14 0,37

0:45 26,55 0,41
0:50 26,96 0,41
0:55 27,33 0,37
1:00 27,53 0,20
1:05 27,77 0,24
1:10 28,14 0,37
1:15 FALLA FALLA

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Grafico 2. Segunda validacion — Curva Temperatura vs. tiempo

Temperatura vs tiempo
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible notar el incremento de temperatura de
5,09°C en 1 hora 10 minutos, pero el proceso tuvo de detenerse debido a fallas
en el agitador; ademas en la grafica adjunta se observa la curva temperatura
vs tiempo de la validacion realizada y corregida, una de estas correcciones es
la distancia de la resistencia eléctrica térmica y la base del biorreactor, en
donde ahora se encontraban en contacto para mejorar la transmision de calor
y con ayuda de la agitacién se pudo homogeneizar dicho calor. Por otro lado,
es posible notar la existencia de una relacion directamente proporcional, ya

gue incrementa la temperatura de manera casi constante.
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Tercera validacion

Enla Tabla 8 se muestran los datos recolectados y en la Gréfica 3, se muestra

la curva temperatura vs tiempo.

Tabla 8. Datos tercera validacion temperatura

TIEMPO (min) TEMPERATURA (°C) AT OBSERVACIONES
0 34,37
5 411 6,73

10 45,53 4,43

15 50,5 4,97

20 55,5 5

25 59,59 4,09

30 64,49 4,9

35 69,54 5,05

40 72,91 3,37 Calentamiento

45 76,98 4,07

50 81,13 4,15

55 86,05 4,92

60 88,58 2,53

65 92,26 3,68

70 95,22 2,96

75 99,25 4,03

80 100,99 1,74

85 102,64 1,65

90 102,23 -0,41

95 10182 541 Mantenimiento / Retencion
100 100,99 -0,83
105 99,98 -1,01 o
110 88,53 e Enfriamiento

Se colocaron fundas de hielo
115 96,24 -2,28 (chaqueta) para acelerar el
proceso de enfriamiento

120 93,57 -2,67
125 92,41 -1,16
130 2042 499 Enfriamiento
135 89,4 -1,02
140 86,98 -2,42
145 85,28 -1,7
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150 84,73 -0,55

155 82,9 -1,83
160 81,2 -1,7
165 80,94 -0,26
170 79,51 -1,43

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Grafico 3. Tercera validacion — Curva Temperatura vs. tiempo
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible observar el incremento de temperatura
de 66,62°C en 1 hora 18 minutos, lo cual es notablemente mejor en
comparacion con la dltima validacion, ademas de un mantenimiento de
temperatura de 100°C por 17 minutos; y para el enfriamiento se coloco una
chaqueta de hielo para acelerar el proceso de enfriamiento de 20°C en 1 hora

5 minutos.
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Cuarta validacion

Enla Tabla 9 se muestran los datos recolectados y en la Gréfica 4, se muestra

la curva temperatura vs tiempo

Tabla 9. Datos cuarta validacién temperatura

HORA  TEMPERATURA AT OBSERVACIONES
810 263 Se dafio el equipo: desestabilizacion del pH, agitacion
dafada, por falta de corriente.
12:08 62,92 36,62
12:18 71,19 8,27
12:28 77,18 5,99 ,
12:38 8528 81 Calentamiento
12:48 91,05 5,77
12:58 97,77 6,72
13:00 99,35 1,58
13:02 100,15 0,8 Mantenimiento / Retencidn
13:10 99,44 -0,71
13:20 97,67 -1,77
13:30 95,39 -2,28
13:40 93,5 -1,89
13:50 91,1 -2,4
14:00 90,23 -0,87
15:00 81,6 803 Enfriamiento
15:10 79,48 -2,12
15:30 76,98 -2,5
15:45 74,61 -2,37
16:00 72,86 -1,75
16:30 70,36 -2,5
17:15 66,24 -4,12
Se para el proceso debido a fallas en el biorreactor, se

17:30 64,25 -1,99 hicieron cambios en el sensor de Temperatura, y la

fuente que alimenta el motor de agitacion.

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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Gréfico 4. Cuarta validacién — Curva Temperatura vs. tiempo
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible observar el incremento de temperatura
de 36,43°C en 52 minutos, ademas de un mantenimiento de temperatura de
100°C por 15 minutos; y para el enfriamiento se colocé una chaqueta de hielo
para acelerar el proceso de enfriamiento de 33,4°C en 4 horas 10 minutos, lo
cual no es beneficioso para el proceso, y esto es debido a cambios en el

sensor de temperatura y la fuente que alimenta el motor de agitacion.

Quinta validacion

En la Tabla 10 se muestran los datos recolectados y en la Grafica 5, se

muestra la curva temperatura vs tiempo

Tabla 10. Datos quinta validacion temperatura

HORA TEMPERATURA (°C) AT OBSERVACIONES
9:30 22,36
9:45 39,73 17,37
10:00 49,72 9,99
10:15 63,42 13,7 Calentamiento
10:30 75,36 11,94
10:45 88,58 13,22
11:00 96,94 8,36
11:04 99,35 2,41 Se baja la Temperatura (SP= 37°C)
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11:15

11:30

11:45
12:00
12:15
12:30
12:45
13:00
13:15
13:30
13:45
14:00
14:15
14:30
14:45
15:00
15:15
15:30

15:45

16:00
16:15
16:30
16:45
17:00
17:15
17:30
17:45

100,58

96,85

87,73
76,98
71,21
65,39
60,44
56,29

52,8

48,9
47,17

44,7
42,25

41,2
40,34
39,55
38,08
40,21

43,05

43,1

42,4
42,23
40,58
38,93
38,13

37,6
37,02

1,23

-3,73

-9,12

-10,75

-5,77
-5,82
-4,95
-4,15
-3,49

-39
-1,73
-2,47
-2,45
-1,05
-0,86
-0,79
-1,47

2,13

2,84

0,05
-0,7
-0,17
-1,65
-1,65
-0,8
-0,53
-0,58

Mantenimiento / Retencién
Se coloc6 un ventilador para acelerar el

enfriamiento

Enfriamiento

Se apaga el ventilador y se incrementa el
SP=45°C para el ingreso de las sales.
Se apaga el motor para introducir el pH-
metro (pH=-0,00 evidencia la desconexion

del sensor)

Enfriamiento

Fuente: Ivette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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Gréfico 5. Quinta validacién — Curva Temperatura vs. tiempo

Temperatura vs tiempo
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible observar el incremento de temperatura
de 74,58°C en 1hora 30 minutos, lo cual es beneficioso en comparacion con
los procesos anteriores; ademas de un mantenimiento de temperatura de
100°C por 15 minutos; y para el enfriamiento se colocé un ventilador para

acelerar el proceso de enfriamiento de 59,83°C en 6 horas 15 minutos.

37



3.3 Andlisis de la validacion de los parametros temperaturay pH

En la Tabla 11, se muestran los datos recolectados y en la Grafica 6, se

muestra la curva temperatura vs tiempo.

Tabla 11. Datos validacion temperaturay pH

Muestra Tiempo Temperatura oH Absorbancia UEC/mI Std Tensilérl
(h) (°C) (590nm) Dev  superficial
Al 0 375 6.5 0.05 3.00E+07 0,003 71.67
A2 3 374 6.41 0.049 2.94E+07 0,005 -
A3 6 37.25 6.43 0.037 2.22E+07 0,004 -
A4 9 37.25 6.47 0.038 2.28E+07 0,002 -
A5 12 37.18 6.49 0.042 2.52E+07 0,003 70.22
A6 15 37.02 6.51 0.042 2.52E+07 0,003 72.33
A7 18 36,94 6.55 0.041 2.46E+07 0,004 -
A8 21 37.25 6.59 0.037 2.22E+07 0,001 -
A9 24 37.25 6.55 0.054 3.24E+07 0,014 72.67
A10 27 37.18 6.6 0.098 5.88E+07 0,071 72.33

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Grafico 6. Curva crecimiento microbiano (Validacién Ty pH)

Curva de crecimiento microbiano
(Bacillus subtilis)
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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Gréfico 7. Curva crecimiento microbiano vs Tension superficial (Validacion T

y pH)
Crecimiento microbiano vs. Tensién Superficial
(Bacillus subtilis)
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible demostrar la estabilidad del parametro
temperatura a 37°C +1°C durante 24 horas, lo cual es importante para el
crecimiento del Bacillus subtilis; adicional a eso también observamos la curva
del parametro potencial de hidrégeno (pH) una estabilidad a 6.5; por otro lado
durante las 18 horas no se observaba visualmente cambio de turbidez por lo
cual se procedi6 a inocular 20ml de Bacillus subtilis, lo que ayudd al
crecimiento. También se puede observar el crecimiento microbiano en
términos de absorbancia a 590N, a las 21 horas después de la inoculacion de

Bacillus subitilis.

En la Grafica 7 se observa la curva crecimiento microbiano vs. tension
superficial, para el cual solo se analizaron 5 muestras representativas (Al, A5,
A6, A9, A10), con valores muy cercanos a los del agua 72mN/m, lo que no
demuestra efecto del biotensoactivo (BT) y con las lineas de tendencia de las

curvas crecimiento microbiano y tension superficial, se demuestra esto.
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3.3.1 Analisis estadistico del parametro temperatura

Para la validacion de la temperatura se realizd un analisis de capacidad del

proceso, en donde se establecen las siguientes hipotesis:

Ho: El parametro temperatura sigue una distribucion normal.
Hi: El pardmetro temperatura no sigue una distribucién normal.
Con un valor P=0,065 > 0,05 se concluye que no existe suficiente evidencia

estadistica para rechazar la hipotesis nula (Ho).

Ademéas como se demuestra en la Figura 9, con las cartas de control de
valor individual y de rango mdvil, se puede concluir que el proceso esta bajo
control estadistico y con un Cp= 8,81 mayor a 1, se concluye que el proceso

a corto plazo es capaz de mantener la temperatura a 37+2°C.

Figura 9. Informe de capacidad del proceso (Temperatura)

Process Capability Sixpack Report for Temperatural

| Chart Capability Histogram
S|
|
374 |
. |
. ~ X=37,24 :
|
2L 1CL=36,9563 !
L o |

3 4 5 6 7

1 2

ucl=375237 - LEL
r

Overall
— — — Within

1
1
i

LSL 35
UsL 40

Individual Value

S
\
|
| Specifications
|
|
|
|
|

& 9 10 350 357 364 371 37,8 385 392 399

Moving Range Chart Normal Prob Plot
AD: 0,644, P: 0,065

=
Y

UCL=0,3485

=l
o

Moving Range

v/l\\// \/\ MR=0,1067
0,0 - ¥ LCL=0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 36,9 37,2 31,5 378
Last 10 Observations Capability Plot
. Within Overall Overall
74 o StDev 0,09456 Sthev 0,1462
G 88 = Pp 570
w cpk 7,90 . Ppk 511
= 3 A . * . PPM 0,00 Within Com  *
= . ¢ PPM 0,00
H
37,0
. Specs
2 1 6 8 10
Observation

Fuente: Ivette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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3.3.2 Analisis estadistico del parametro pH

Para la validacion del pH se realizé un analisis de capacidad del proceso,

en donde se establecen las siguientes hipétesis:

Ho: El parametro pH sigue una distribucién normal.
Hi: El parametro pH no sigue una distribucion normal.
Con un valor P=0,085 > 0,05 se concluye que no existe suficiente evidencia

estadistica para rechazar la hipotesis nula (Ho).

Ademas como se demuestra en la Figura 10, con las cartas de control de
valor individual y de rango mavil, se puede concluir que el proceso esta bajo
control estadistico y con un Cp= 5,34 mayor a 1, se concluye que el proceso

a corto plazo es capaz de mantener el pH menor a 7.

Figura 10. Informe de capacidad del proceso (pH)
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Fuente: Ivette Sornoza, 2017.

Elaboracion propia

41



3.4 Andlisis de la validacion de temperatura, pHy OD

En la Tabla 12, se muestran los datos recolectados y en la Grafica 8, se

muestra la curva temperatura vs tiempo.

Tabla 12. Datos validacion temperatura, pHy OD

Muestra Tiempo Temperatura oH OD  Absorbancia UEC/mI Std Dev
(h) (°C) (ppm)  (590nm)

0 0 28.16 6.96 58 0.1287 7.72E+07

1 1 30.63 5.76 56 0.532 3.19E+08  0.031
2 2 33.11 5.67 55 0.683 4.10E+08 0.033
3 3 33.20 5.35 55 0.697 4.18E+08  0.033
4 4 34.15 5.59 51 0.99 5.94E+08 0.013
5 5 35.61 4.78 47 1.289 7.73E+08 0.009
6 6 36.43 4.25 44 1.113 6.68E+08 0.028
7 7 36.43 4.02 40 1.318 7.91E+08 0.005
8 8 36.43 4.21 37 1.446 8.68E+08 0.024
9 16 29.66 4.07 36 1.458 8.75E+08 @ 0.024
10 17 29.81 3.77 35 1.413 8.48E+08 0.029
11 18 30.32 4.34 35 1.415 8.49E+08 0.04
12 19 31.00 4.25 23 1.747 1.05E+09 0.015

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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Gréfico 8. Curva crecimiento microbiano (Validacién T, pHy OD)
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Elaboracién propia

Con los datos recolectados, es posible demostrar la estabilidad del pardmetro
temperatura a 30°C lo cual es importante para el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae, existiendo el mayor pico de temperatura a
36,43°C a las 6, 7 y 8 horas del proceso, debido a fallas con el sensor de
temperatura; adicional a eso también observamos la curva del parametro
potencial de hidrégeno (pH) un descenso del mismo debido a la actividad
microbiana; por otro lado durante las 19 horas se observo visualmente cambio

de turbidez.
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3.4.1 Analisis estadistico del parametro temperatura

Para la validacion de la temperatura se realizd un analisis de capacidad del

proceso, en donde se establecen las siguientes hipotesis:

Ho: El parametro temperatura sigue una distribucion normal.
Hi: El pardmetro temperatura no sigue una distribucién normal.
Con un valor P=0,113 > 0,05 se concluye que no existe suficiente evidencia

estadistica para rechazar la hipotesis nula (Ho).

Ademaés como se demuestra en la Figura 11, con las cartas de control de
valor individual y de rango mavil, se puede concluir que el proceso esta bajo
control estadistico y con un Cp= 1,49 mayor a 1, se concluye que el proceso
a corto plazo es capaz de mantener la temperatura a 30°C pese a las fallas

en el sensor de temperatura.

Figura 11. Informe de capacidad del proceso (Temperatura)
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracion propia
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3.4.2 Analisis estadistico del parametro pH

Para la validacion del pH se realizé un analisis de capacidad del proceso,

en donde se establecen las siguientes hipétesis:

Ho: El parametro pH sigue una distribucién normal.

Hi: El parametro pH no sigue una distribucion normal.
Con un valor P=0,033 < 0,05 se concluye que existe suficiente evidencia
estadistica para rechazar la hipétesis nula (Ho), lo cual denota que no sigue
una distribucion normal, pero igual se puede analizar las cartas de control

y la capacidad del proceso (Cp).

Ademas como se demuestra en la Figura 12, con las cartas de control de
valor individual y de rango movil, se puede concluir que el proceso esta bajo
control estadistico y con un Cp= 4,12 mayor a 1, se concluye que el proceso

a corto plazo es capaz de mantener el pH menor a 7.

Figura 12. Informe de capacidad del proceso (pH)
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Elaboracién propia
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3.5 Anélisis de la validacion final

En la Tabla 13, se muestran los datos recolectados y en la Grafica 9, se

muestra la curva temperatura vs tiempo.

Tabla 13. Datos validacion temperatura, pHy OD

Muestras Tiempo  Temperatura oH OD  Absorbancia UEC/mI Tensi-c')r-1
(h) (°C) (ppm) (590nm) Superficial
0 0.00 28.94 7.10 58 0.068 4.08E+07 71.33
1 0.17 37.91 1.34 55 0.072 4.32E+07 68.33
2 0.27 37.28 1.25 56 0.082 4.92E+07 45.33
3 0.41 39.90 2.57 50 0.129 7.74E+07 40.67
4 0.51 39.70 2.83 49 0.128 7.68E+07 40.33
5 11.51 37.21 2.03 45 0.153 9.18E+07 39.33
6 11.64 37.90 2.27 40 0.202 1.21E+08 38.67
7 11.74 37.28 2.48 40 0.197 1.18E+08 37.67
8 11.84 37.62 3.00 40 0.221 1.33E+08 37.67
9 11.88 37.62 2.98 34 0.308 1.85E+08 36.33
10 31.88 37.08 4.09 36 0.276 1.66E+08 37.67
11 31.96 38.90 3.10 36 0.272 1.63E+08 36.67
12 32.01 38.90 246 36 0.274 1.64E+08 36.67
13 32.10 38.08 230 32 0.294 1.76E+08 34.33
14 32.22 37.38 4.48 28 0.287 1.72E+08 36.67

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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TEMPERATURA - OD - PH

Gréfico 9. Curva crecimiento microbiano (Validacién T, pHy OD)
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Elaboracién propia

Grafico 10. Curva crecimiento microbiano vs Tension superficial (Validacion T
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Elaboracién propia
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Con los datos recolectados en el Gréfico 9, es posible demostrar la estabilidad
del parametro temperatura a 37°C +1°C durante 32 horas, lo cual es
importante para el crecimiento del Bacillus subtilis; adicional a eso también
observamos en la curva del potencial de hidrogeno (pH) y oxigeno disuelto

(OD) un descenso de estos debido a la actividad microbiana.

En el Grafico 10 se observa la curva crecimiento microbiano vs. tension
superficial, para el cual se demuestra el crecimiento microbiano en términos
de absorbancia a 590N y disminucion de la tension superficial de 72 a
36,33mN/m, lo cual demuestra el efecto del biotensoactivo (BT) y que segun

bibliografia es una caracteristica de un buen biotensoactivo.
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3.5.1 Analisis estadistico del parametro temperatura

Para la validacion de la temperatura se realizo un analisis de capacidad del

proceso, en donde se establecen las siguientes hipotesis:

Ho: El parametro temperatura sigue una distribucién normal.

Hi: El parametro temperatura no sigue una distribucion normal.
Con un valor P=0,029 < 0,05 se concluye que existe suficiente evidencia
estadistica para rechazar la hipétesis nula (Ho), lo cual denota que no sigue
una distribucién normal, pero igual se puede analizar las cartas de control

y la capacidad del proceso (Cp).

Ademas como se demuestra en la Figura 13, con las cartas de control de
valor individual y de rango movil, se puede concluir que el proceso esta bajo
control estadistico y con un Cp= 1,28 mayor a 1, se concluye que el proceso

a corto plazo es capaz de mantener la temperatura a 37+2°C.

Figura 13. Informe de capacidad del proceso (Temperatura)
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Fuente: Ivette Sornoza, 2017.
Elaboracion propia
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3.5.2 Analisis estadistico del parametro pH

Para la validacion del pH se realizé un analisis de capacidad del proceso,

en donde se establecen las siguientes hipétesis:

Ho: El parametro pH sigue una distribucién normal.
Hi: El parametro pH no sigue una distribucion normal.
Con un valor P=0,367 > 0,05 se concluye que no existe suficiente evidencia

estadistica para rechazar la hipotesis nula (Ho).

Ademas como se demuestra en la Figura 14, con las cartas de control de
valor individual y de rango mavil, se puede concluir que el proceso esta bajo
control estadistico y con un Cp= 2 mayor a 1, se concluye que el proceso a

corto plazo es capaz de mantener el pH menor a 7.

Figura 14. Informe de capacidad del proceso (Temperatura)
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Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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3.6 Analisis de costos

Para el andlisis de los costos implicados en el redisefio del biorreactor, se
toman los costos ya analizados en el documento de tesis denominado “Disefio
de un biorreactor a escala de laboratorio y su sistema de control”, y del cual,

el presente proyecto es la continuacion para la mejora de la parte de control.

En la Tabla 14 se detallan los costos implicados en la estructura del equipo.

Tabla 14. Costos de estructura del biorreactor

Iltem Cantidad Descripcién Precio Unitario Subtotal
Tanque SAE 304 —0.28 m x
1 1 $ 120.00 $ 120.00
0.26 m
Eje de transmision SAE 304 -
2 1 $ 30.00 $30.00

® 16 mm x 360 mm
Impulsor SAE 304 - ¢ 112

3 1 $ 150.00 $ 150.00
mm X 25 mm
Baffles SAE 304 - 28 mm X
4 4 $ 100.00 $ 400.00
215 mm
Base del tanque SAE 304 -
5 1 $ 180.00 $ 180.00

520 mm x 8 mm x 400 mm

Base del motor SAE 304 -
6 1 $ 100.00 $ 100.00
520 mm x 8 mm x 60 mm

Ejes de la estructura SAE
7 4 $ 70.00 $ 280.00
304 - § 13 mm x 382 mm

Caferia de aireacion SAE 304

8 1 $ 15.00 $15.00

- @ 55 mmm

Soportes de duralén
9 4 $50.00 $ 200.00
(estandar)

10 1 Pintura epoxica (1 litro) $ 60.00 $ 60.00
11 Elementos de ajuste y otros $ 30.00 $ 30.00

TOTAL $ 1 565.00

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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En la Tabla 15 se detallan los costos que requieren el biorreactor para su

funcionamiento y mejor desempefio.

Tabla 15. Costos de complementos del biorreactor

Item Cantidad Descripcion Precio Unitario Subtotal
1 1 Motor DC (44 - 1991 W) $ 500.00 $ 500.00
Bombas peristélticas (0 - 100
2 2 ) $ 35.00 $ 70.00
ml/min)
Sensor de Temperatura (-20°C -
3 1 $ 20.00 $ 20.00
420 °C)
4 1 Transmisor de sefial Pt100 $60.00 $60.00
Sensor de pH - Atlas Scientific
5 1 $ 250.00 $ 250.00
(0.001 — 14.000)
6 1 Arduino Mega $ 35.00 $ 35.00
7 1 Bomba de aire (6 I/min) $11.00 $11.00
8 1 Piedra difusora $2.00 $2.00
Disefio e impresion de circuitos
9 3 o $40.00 $ 120.00
eléctricos
SIMATIC S7 1200 1212C
10 1 . $ 500.00 $ 500.00
AC/DC/RELE
SIMATIC HMI KTP600 BASIC
11 1 $ 800.00 $ 800.00
COLOR DP
RELE ESTADO SOLIDO
12 1 $ 100.00 $ 100.00
CRYDOM D2450 3-32VDC 50A
13 1 Componentes electrénicos varios $ 200.00 $ 200.00
CSM1277 Switch Industrial
14 1 $240.00 $ 240.00
Ethernet
15 2 CONVERSOR UART A RJ45 $ 20.00 $ 40.00

EZO™ Dissolved Oxygen Circuit +
Dissolved Oxygen Probe + 125ml

16 1 (40z) 0 Dissolved Oxygen $297.00 $297.00
calibration solution + Pre-
Assembled Female BNC connector
17 1 Componentes mecanicos varios $200.00 $ 200.00

TOTAL $ 3445.00

Fuente: lvette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia
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En la Tabla 16 se detallan los insumos adquiridos para la validacion del
funcionamiento del Biorreactor. Estos elementos son requeridos para las

pruebas que se realicen en el equipo.

Tabla 16. Insumos para pruebas en laboratorios del proceso biotecnoldgico

Item Cantidad REACTIVOS Precio unitario Subtotal
GLUCOSA ANHIDRO ACS 1KG,
1 2 $ 80.00 $ 160
FISHER
HIERRO Il SULFATO
2 1 HEPTAHIDRATADO (sulfato ferroso) $36.80 $36.8

500 gr FISHER
MAGNESIO SULFATO

3 1 HEPTAHIDRATADO ACS 500GR, $45.78 $45.78
FISHER
POTASIO CLORURO ACS 1 KG,
4 1 $45.12 $45.12
FISHER
POTASIO HIDROXIDO ACS 500 GR,
5 1 $31.80 $31.8
FISHER
AMONIO SULFATO ACS 500 GR.
6 2 $38.29 $ 76.58
FISHER
Fosfato dibasico de Potasio (KH2PO4)
7 2 $125.00 $ 250
(500 gr)
Fosfato monobasico de potasio
8 2 $125.00 $ 250

(K2HPO4) (500 gr)

MATRAZ ERLENMEYER 100ML
9 4 $2.95 $11.8
BOCA ESTRECHA, OBEROI

MATRAZ ERLENMEYER 250ML
10 4 $4.10 $16.4
DURAN SCHOTT

FRASCO AUTOCLAVABLE GRAD.

11 6 T/ROSC/AZUL 500ML, DURAN $ 8.65 $51.9
SCHOTT
FRASCO AUTOCLAVABLE GRAD.
12 6 T/ROSC/AZUL 250ML, DURAN $6.35 $38.1
SCHOTT
13 4 MATRAZ ERLENMEYER 250ML $4.10 $16.4

DURAN SCHOTT
MATRAZ ERLENMEYER 500ML

14 4 $5.60 $22.4
BOCA ANCHA, OBEROI
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15

16

17
18
19
20

N N N DN

MATRAZ ERLENMEYER 1000ML,
DURAN SCHOTT
FRASCO AUTOCLAVABLE GRAD.
T/ROSC/AZUL 500ML, DURAN
SCHOTT
Microplacas estériles
Puntas no estériles (1000, 200 y 10 ul)
Cajas Petri
Puntas no estériles (10 ml)
TOTAL:
Fuente: Ivette Sornoza, 2017.

Elaboracién propia

$8.25

$ 8.65

$ 56.00
$ 85.50
$ 45.50
$62.70

$33

$34.6

$112
$171
$91
$1254
$ 1620.08

El costo final de fabricacion del biorreactor comprende los costos de

materiales, complementos y validacion del Biorreactor, es aproximadamente

$ 6 630.08, pero hay que tomar en consideracion para la venta, los costos de

mano de obra y utilidades.
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CAPITULO 4

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El disefio del biorreactor de este proyecto cumple con las necesidades requeridas
por los laboratorios de la carrera de Ingenieria en Alimentos, lo cual es el primer paso
para el desarrollo y la fabricacion de estos equipos a nivel nacional, proporcionando
confianza al usuario y calidad en sus procesos a los diferentes laboratorios del pais.
Este equipo est4d en capacidad de competir con los equipos disefiados en el
extranjero debido a su alta fiabilidad y bajos costos de fabricacion y mantenimiento.
Una fortaleza muy importante de este equipo es la interaccion equipo — usuario,
debido a la interfaz gréfica que ofrece mediante la pantalla tactil para el control y
monitoreo de los parametros de control. Al mismo tiempo, informando al usuario por

medio de un sistema de alarma si se encuentra fuera de los parametros de control.

4.1 Conclusiones

En validacién de los pardmetros de temperatura, potencial de hidrégeno (pH)
y oxigeno disuelto (OD), se lograron mantener los rangos de estos parametros
y los puntos 6ptimos de cada uno de ellos, demostrados en los resultados de
las estadisticas de capacidad del proceso; y se validé el biorreactor con la
produccion de biotensoactivos a partir de Bacillus subtilis cepa DS03 y con la
produccion de cultivos estarter a partir de Saccharomyces cerevisiae,

obteniendo excelentes resultados para ambos casos.

En la curva de crecimiento del Bacillus subtilis cepa DS03, se distingue con
claridad la fase de adaptacion del microorganismo durante los primeros 27
minutos. En el periodo comprendido entre los 27 minutos y 12 horas el
microorganismo se encuentra en fase exponencial, en donde se produce un
incremento en la biomasa. Por ultimo la fase estacionaria empieza a las 12
horas y se mantiene hasta las 32 horas. Es importante destacar que a medida
qgue el microorganismo crece, incrementa la biomasa y la produccién del
biotensoactivo, generando el descenso de la tension superficial, lo cual indica

la relacion entre el crecimiento microbiano y la produccion del biotensoactivo.



4.2

La validacién del biorreactor con la produccion de biotensoactivos (BT) a partir
de Bacillus subtilis cepa DS03, dio como resultado un BT de alta calidad segun
bibliografia, ya que logré reducir la tensién superficial de 72mN/m a
36,33mN/m.

A patrtir de los 15 litros de medio basal — mineral, se logré producir 15g de

biotensoactivo (BT) durante 32 horas de proceso.

Finalmente se logro disefiar el biorreactor con los requerimientos establecidos
inicialmente y a un costo de fabricacion de $6 630,08 el cual es bastante
accesible al usuario o comprador, en comparacion con los biorreactores del

extranjero, tomando en cuenta su capacidad volumétrica de 15 litros.

Recomendaciones

La limpieza del equipo resulta dificil de realizar debido a que los elementos de
la estructura de soporte del biorreactor son relativamente pesados y el sistema
de sujecién del eje para el proceso de mezcla con el motor no da la facilidad
de un acople y desacople rapido. Esto implica a dos operadores para el
proceso de limpieza del equipo, proceso de mucha importancia por las

condiciones que requiere cada proceso de cultivo.

Se recomienda un cambio periédico de las mangueras de las bombas
peristalticas debido a que las sustancias acidas y basicas pueden deteriorar

con mayor rapidez las mangueras.
Si se cuenta con los recursos econdémicos, es recomendable fabricar una

chaqueta para acelerar el enfriamiento del sistema, o considerar la opcién de

las celdas de Peltier ya que es mas accesible econémicamente.
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APENDICE A

Especificaciones técnicas del equipo

Tabla 17. Especificaciones del biorreactor

Especificaciones técnicas de sensor Pt100

Rango de Temperatura -20°C —-420 °C
Contactos terminales 3EA (3 hilos: A, B, b)

Tipo de vaina Probeta sin cabeza
Material del tubo de proteccién (probeta) Acero Inoxidable
Material de la rosca de fijacién Acero inoxidable
Material de aislamiento del cable teflon Con resguardo electromagnético
Longitud de la probeta 100 mm (3,93 ft)
Didmetro de la probeta 5 mm (0,197 ft)
Longitud del cable 2000 mm (6,5 ft)
Didmetro de rosca de fijacion PT (1/4 )

Especificaciones técnicas de transmisor de sefial Pt100

Rango 0-500 °C

Tipo de sensor Pt 100

Precision 0,15 %

Alimentacion 20-30VDC

Salida 4 — 20 mA (2 hilos)

Ajuste Ceroy Span

Cddigo P102194
Especificaciones técnicas del sensor de pH

Rango 0.001 - 14.000

Tasa maxima Una lectura por segundo

Sondas compatibles Cualquier tipo y marca

Calibracion 1, 2, 3 puntos

Compensacion temporal Si

Protocolo de datos UART & I%C

Direccién predeterminada de 12C (0x63)

Voltaje de operacion 33Vv-5V

Formato de datos (comunicacion) ASCII



Especificaciones técnicas del sensor de oxigeno disuelto

Rango 0.01 — 35,99 mg/l

Tasa maxima Una lectura por segundo
Sondas compatibles Cualquier tipo de sonda galvanica
Calibracién 1 0 2 puntos
Compensacion de temperatura, salinidad vy Si

presion

Protocolo de datos UART & I°C

Direccién predeterminada de 12C (0x61)

Voltaje de operacién 33V-5V

Formato de datos (comunicacién) ASCII

Especificaciones técnicas de las bombas peristalticas

Voltaje DC 12V
Condiciones de trabajo 0-40°C
Humedad relativa <80 %

Razdn de flujo 0 — 100 ml/min
Velocidad de rotacion 0,1 —-100 rpm
Tamafio del conductor @: 27,6 mm x h: 37,9 mm
Cabezal @: 31,7 mm x h: 37,9 mm
Tubos de bomba (ID x OD) @: 2,5 mmx h: 37,9 mm
Peso 250 g

Especificaciones del tanque

Capacidad total 14 litros
Capacidad nominal 10 litros
Diametro 280 mm
Altura del cuerpo 260 mm
Material Acero AISI SAE 304
Espesor 1 mm

Especificaciones del sistema de agitacion

Tipo de impulsor Turbina “vertical blade”
Numero de aspas 6
Diametro del agitador 112 mm
Potencia del impulsor 0,5 HP

. S 3
Tasa de circulacion interna 0,012 ™ /S

Velocidad lineal superficial 0,19 m/s



NUmero de baffles 4

Diametro del eje 16 mm

Material del eje e impulsor Acero AISI SAE 304
Especificaciones del sistema de calentamiento

Método de calentamiento Resistencia externa

Flujo de calor 14,76 W

Area de transferencia de calor 0,062 m?

Tiempo de calentamiento 2,46 s

Coeficiente global de transferencia de calor 625 W/m2 LK

Fuente: Ivette Sornoza - Francisco Saeteros - Juan Arias, 2017

Elaboracién propia
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1. CHEQUEO DE LA ENTREGA E INSPECCION
Después de recibir el equipo e inspeccionar cuidadosamente todas las partes

del biorreactor para verificar posee algun dafio.

En caso de visualizar dafios en el equipo, informarlo inmediatamente por medio

de una carta de reclamo.

2. INTRODUCCION

2.1. Concepto del disefio de Biorreactor DR-MA
Biorreactor DR-MA estd disefiado para mantener un sistema bildgicamente

viable para el crecimiento microbiano; posee una capacidad volumétrica
maxima de 15L, ademas de esta conectado directamente al ordenador para

examinar los parametros de control del sistema.

Entre las innovaciones que posee Biorreactor DR-MA, es el mantenimiento de la
esterilidad perfecta, y la curva de temperatura, potencial redox y oxigeno
disuelto, ademas de poseer deflectores moéviles que evitan la formacion de
vortices y permiten una mejor limpieza del equipo.



Caracteristicas Biorreactor DR-MA

Escala del biorreactor
Disefio

Modo de operacién
Control de parametros

Agitacion

Temperatura

pH

Oxigeno disuelto (OD)

Alertas
Dispositivo de muestreo
Dispositivo de enfriamiento

Programa para ordenador

Laboratorio

Tanque agitado
Batch
Temperatura, pH, oxigeno disuelto.

Min: 0 RPM

Max: 150 RPM

Potencia: 0.5 HP

Controlador automatico con pt100
Min: Temperatura ambiente

Max: 400°C

Lector automético con sensor pH-metro
Controlador automatico con bombas peristalticas
(adicién de acido y base)

Recipientes para las soluciones acido y base
Tuberias de bombas peristélticas

Controlador automatico de OD

Min: 2 ppm

Para valores altos y bajos de cada pardmetro
Vélvula en la parte frontal del tanque agitado
Ventilador

Tia Portal - PLC

La mayoria de los parametros deben ser controlados, debido a la complejidad

de los procesos bioldgicos, para lo cual existen unidades de control y regulacion

de pH, temperatura y oxigeno disuelto.

Biorreactor DR-MA utiliza un sistema de agitacion de corriente continua, que se

compone de un eje y un agitador tipo turbina de 6 paletas, que giran a 120 RPM.



Para la medicién y control de temperatura se utiliza una pt100, la cual se usa para:

- Correccion automéatica de la temperatura (PID)

— Medicion de la temperatura del medio de fermentacion

Para la medicién del pH se utiliza un electrodo de pH o pH-metro, y para su
control se utilizan bombas peristalticas, tuberias y vasos de almacenamiento
de acido y base; estas bombas se activan si los niveles de acido o base se

encuentran fuera de los rangos establecidos.

Para el control automatico del pH, el programa compara el valor de pH real con el
preestablecido. De acuerdo a las diferencias de estos valores, acido o base seran

adicionados al medio.

Mediante la adicion de aire estéril por medio de una bomba con filtro de aire, se

controlan los intervalos de 10ml/min para usar como control automéatico de OD.

Para disminuir el riesgo de contaminacién durante el muestreo, se ha instalado
una valvula NPT en la parte frontal del tanque; dicha valvula posee un tapon

hermético que evita la contaminacion.



Seqguir las medidas de seguridad y precauciones mientras manipula
Biorreactor DR-MA para su seguridad y la del equipo.

+ No calentar el biorreactor vacio.

+ Durante la esterilizacion, nunca llene mas del volumen

establecido.

4+ Ingrese 12 litros de agua al tanque y programe la
temperatura a 100°C. Durante el proceso evite tocar la

superficie del tanque para evitar guemaduras. Ll

el

4+ Mientras manipule reactivos corrosivos y otros reactivos
peligrosos utilice mandil, cofia, guantes y siga las

instrucciones de seguridad del laboratorio.

4+ Durante la manipulacién de patégenos y microorganismos
peligrosos aplique las medidas de precaucion necesarias

de acuerdo con las reglas del laboratorio.

4+ Mientras que su proceso permita el empleo de otros acidos tales como
H3PO4 0 H2SO4, no utilice HCI como &cido para la fermentacion.




3.INSTALACIONES

El proceso de instalacion inicia con la conexion de todos los
cables a la unidad principal de control. La unidad de control
incluye conectores para los electrodos de pH, OD vy
temperatura, resistencia de calentamiento y otros
microprocesadores que controlan todos los parametros que
necesitan ser medidos y procesados.

3.1. Paso a paso

3. Colocar el tanque
de acero inoxidable
(previamente lavado)

v
8. Colocar el sensor

de temperatura
(pt100)




3.2. Paso a paso (graficos)

1. Lavar los bafles, el tanque y su tapa 2. Colocar el tanque previamente lavado en
la estructura.

7. Esterilizar los sensores antes de 8. Equipo armado

ingresarlos al equipo




El cable de la fuente de la energia principal de Biorreactor DR-MA tiene que ser
conectado a la entrada de energia ubicada en la parte posterior de la unidad principal
de control y el sistema es encendido desde la parte de adentro con un breaker rojo

gue se encuentra en la parte interna superior del mismo.

Una vez terminado de conectar completamente las otras conexiones, proceda a

enchufar en la fuente de energia.
Verifique los siguientes items antes de encender Biorreactor DR-MA:

- Entrada de aire

- Bombas peristalticas

- Sensor de pH

- Sensor de OD

— Conexion de los sensores al tablero

— Conexién de la bomba de oxigeno

Las bombas para la adicién del &cido y la base empleadas para el control del pH debe

ser conectada en la parte lateral del tablero de control.

& el

El parametro agitacidbn no requiere de calibracion, sino de una regulacién de las

revoluciones por minuto que necesite el proceso.



4.2. Temperatura

El electrodo de temperatura no puede ser calibrado, ya que los valores reales estan
validados.

4.3. pH

Para el parametro potencial de Hidrégeno (pH) se tiene un sistema de calibracion de
tres puntos con tres soluciones estandares (acido, base y neutro). La calibracion del
electrodo de pH, debe realizarse previo a la esterilizacion.

Seleccione las soluciones de acuerdo al intervalo de pH de trabajo. Para procedimientos
con un rango de pH entre 6.0 y 7.0, se recomienda elegir la solucién de pH 7, 10y 4

para la calibracion. Para la manipulacion de estas sustancias, utilice la proteccidn

adecuada.
1. Prepare las soluciones necesarias y lave 2. Sumerja el electrodo en la solucion de
el electrodo con agua destilada. Seque el calibracion y agitelo suavemente. Y el
electrodo con papel secante sistema automaticamente guardara el

valor.

3. Lave el electrodo con agua destilada y 4. Sumerja el electrodo en la solucion de
seque con papel secante calibracion y agitelo suavemente. Y el
sistema autométicamente guardara el

valor.




4.4, Oxigeno disuelto
La cantidad de oxigeno disuelto en agua pura cambia con los
parametros: temperatura, la presion del aire y la concentracion

de sustancias disueltas en el medio.

La variacidon de la temperatura es regulada automaticamente. La

calibracion se realiza por lo general después de la esterilizacion con

la agitacion adecuada.

La calibracion y la medicion no pueden hacerse sin agitacion. En caso de que la
calibracion se haga en un recipiente externo, asegurese de que las burbujas de gas se

mezclen bien en la solucioén.

La calibracion del sensor de oxigeno disuelto (OD) tiene que realizarse ANTES y
DESPUES de la ESTERILIZACION.

5. SISTEMA DE LIMPIEZA

5.1. Procedimiento de preparacion
Antes de realizar el procedimiento para desensamblar, limpiar y desinfectar el equipo de
manera correcta es importante que primero se deje enfriar el tanque y posteriormente

se deben seguir los siguientes pasos:

1. Desconectar de la corriente eléctrica el equipo (resistencia, sistema de
enfriamiento, sistema de aireacioén, agitador)

2. Desenroscar las 4 tuercas de seguridad ubicadas en la parte superior de la
tapa del soporte del Biorreactor
Desmontar la base superior del equipo
Retirar el sensor de temperatura

3
4
5. Retirar el tanque
6. Retirar los bafles
7

Retirar el cultivo restante mediante la valvula toma muestra

Una vez desensamblado el equipo en su totalidad se procede a realizar la limpieza del
tanque, cabe recalcar que este tipo de limpieza es COP (Clean Out of Place).



Prelavado

En esta etapa se busca la eliminacion de particulas en el tanque antes de aplicar la
solucion de limpieza. Esto se puede lograr al hacer pasar agua fria o caliente a presion

moderada.

Lavado

Se realiza la aplicacién de componentes de lavado alcalino debido a que en el tanque
habra un medio ligeramente acido. EI componente de limpieza sera un detergente en

forma de espuma:

e Nombre producto Quimico: Arofoam

e Tipo de producto: alcalino & PRECAUCION
., . ., No utilice limpiadores causticos,
e Concentracion de uso: Disolucion de 5% scidos, productos a base de amoniaco
o limpiadores o trapos abrasivos. Estos
° Temperatura: Agua ab0 °C pueden daiar las superficies de acero

e Presiéon: 50 — 100 bar

e Tiempo: 5 - 10 minutos

Enjuague

Se realiza un enjuague con abundante agua potable para eliminar todos los rastros de la

solucion de limpieza. Luego se debe secar el tanque con toallas de papel desechables

Desinfeccion

Consiste en la aplicacion de desinfectante:

e Nombre producto Quimico: Peracid

e Tipo de producto: Acido peracético

e Concentracion de uso: 0,5 - 2%

e Temperatura: Ambiente o desde 30 °C

e Tiempo de actuacién: 10-30 minutos



Para la limpieza del electrodo de pH sera necesario tener agua destilada. Con ayuda
de una pipeta, enjuagar el electrodo y luego séquelo con papel toalla antes de su

almacenamiento.

Prelavado

En esta etapa se busca la eliminacion de particulas adheridas al sensor antes de
aplicar la solucién de limpieza. Esto se puede lograr al hacer pasar agua fria o caliente a
presién moderada.

Lavado

Su limpieza se realizara por inmersién y se aplicard un componente de lavado alcalino
debido a que el sensor va a estar en contacto con un medio ligeramente acido. El

componente de limpieza sera un detergente en forma de espuma:

e Nombre producto Quimico: Arofoam

e Tipo de producto: alcalino

e Concentracion de uso: Disolucion de 5%
e Temperatura: 50 °C

e Tiempo: 5 - 10 minutos

Enjuague

Se realiza un enjuague con abundante agua potable para eliminar todos los rastros de la

solucion de limpieza, luego se debe secar el sensor con toallas de papel desechables.

Desinfeccidn

Consiste en la aplicacién de desinfectante:

e Nombre producto Quimico: Peracid
e Tipo de producto: Acido peracético
e Concentracion: 0,5 - 2%

e Temperatura: 30 °C (ambiente)

e Tiempo: 10-30 minutos



Prelavado

En esta etapa se busca la eliminacion de particulas en el agitador antes de aplicar la
solucion de limpieza. Esto se puede lograr al hacer pasar agua fria o caliente a presion

moderada.

Lavado

Este proceso se realizard por inmersion y se aplicara un componente de lavado alcalino
debido a que en el agitador va a estar en contacto con un medio ligeramente acido. El

componente de limpieza sera un detergente en forma de espuma:

e Nombre producto Quimico: Arofoam
e Tipo de producto: alcalino

e Concentracion: Disolucion de 5%

e Temperatura: 50 °C

e Tiempo: 5 - 10 minutos

Enjuague

Se realiza un enjuague con abundante agua potable para eliminar todos los rastros de la

solucion de limpieza. Luego se debe secar el tanque con toallas de papel desechables

Desinfeccion

Consiste en la aplicacién de desinfectante:

e Nombre producto Quimico: Peracid

e Tipo de producto: Acido peracético

e Concentracion de uso: 0,5 - 2%

e Temperatura: Ambiente o desde 30 °C

e Tiempo de actuaciéon: 10-30 minutos



Prelavado

En esta etapa se busca la eliminacién de particulas adheridas en la tuberia de

alimentacion antes de aplicar la solucién de limpieza.

Lavado

Este proceso se llevaréa a cabo haciendo pasar por la tuberia el componente de lavado
alcalino debido a que la tuberia estard en contacto con vapores de un medio

ligeramente acido.
El componente de limpieza sera un detergente en forma de espuma:

e Nombre producto Quimico: Arofoam
e Tipo de producto: alcalino

e Concentracion: Disolucion de 5%

e Temperatura: 50 °C

e Tiempo: 5 - 10minutos

Enjuague

Se realiza un enjuague, haciendo pasar abundante agua potable para eliminar todos los

rastros de la solucion de limpieza.

Desinfeccion

Consiste en hacer pasar por la tuberia el desinfectante:

e Nombre producto Quimico: Peracid

e Tipo de producto: Acido peracético

e Concentracion de uso: 0,5 - 2%

e Temperatura: Ambiente o desde 30 °C

e Tiempo de actuaciéon: 10-30 minutos
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DISEND, CONSTRUCCIGN Y VALIDACIGN

vette Sornoza DE UN BIORREACTOR A ESCALA DE
LABORATORIO CON SISTEMA DE

CONTROL AUTOMATICO.

Los biorreactores son sistemas que propor-
cionan un medio ambiente adecuado y con-
trolado que permite el crecimiento eficaz de
las células y la formacion de un producto; con
: el control automatizado de parametros espe-
Francisco Saeteros Juan Arias cificos como agitacién, tem peratu ra, potencial
de hidrogeno (pH) y oxigeno disuelto.

“Impulsando la sociedad del conocimiento™

En el Ecuador los laboratorios que necesitan realizar cultivos bacterianos no A . i N

cuentan con una oferta econdmicamente accesible de biorreactores con siste- ‘y‘ Y

ma de control automatico. Para este proyecto se propuso redisenar, construiry % a2 2 ?

validar un biorreactor a escala para uso de laboratorio, esto para satifascer la ne-

cesidad que tiene el CIBE y los laboratorios de Ing. en Alimentos para desarrollar T :

procesos biotecnoldgicos. Il ]
o/

DISENO DE TABLERO DE CONTROL

PASO

B: Static Structural
Total Deformation
Type: Total Deformation
Unit: m

Time: 1

06/09/2017 17:21

I 46.10

139 0,0019497 Max

39.66 0,0017791
N 37571 0,0016085

3536 0,0014379

333 " 0012673

31.06 0,010139
I 5809 0,0007604

26.77 00005347
T ture (Fluid)[°C] I
Flow Trajectories 1 0 Min

0,000 0,250 0,500 (m)
0,125 0,375
V4 (] ° V4 L] V4 L] (] L]
Analisis Termico Analisis de Impacto Biorreactor

'ﬁ 4

Control de Temperatura

Control de Oxigeno
Disuelto

T= 100°C
15 min

) o

Se baja a 37°C 37°C inocqola con
macropipeta

(IR (T
Trasladar al CIBE para it Durante 24H,
medir tensién superficial eleiaiate « se toman dos muestras
y absorvencia 20O cada 2 horas
T VA AV,
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