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Resumen

El infarto de miocardio supone la principal causa de muerte en los paises
industrializados. El problema es que los tratamientos clinicos convencionales presentan ciertas
limitaciones. Este fenomeno ha propiciado el auge de nuevos campos como la Ingenieria Tisular
Cardiaca, cuyo principal objetivo es regenerar el miocardio dafiado creando tejidos artificiales a
partir de la combinacion de biomateriales y células cardiomiogénicas. Sin embargo, para ello es
imprescindible disponer de un biorreactor que permita controlar las condiciones fisico-quimicas
del entorno en que estas células van a crecer y madurar.

En el presente Trabajo Final de Grado se ha desarrollado un prototipo de biorreactor
basado en un sistema automatico de intercambio del medio de cultivo presente en una siembra
de células, que permite mantener unas condiciones de cultivo Optimas, y por consiguiente,
garantizar la supervivencia celular. Este esta integrado por dos bombas que trabajan de forma
coordinada para retirar y suministrar el medio y un sensor optico que se encarga de medir el pH,
medida que se toma como indicativa de la necesidad de cambiar el medio de cultivo. Ademas,
se ha desarrollado una interfaz grafica de usuario en MATLAB® que permite al usuario
manejar el sistema e introducir los pardmetros de control de manera mas sencilla e intuitiva.

Este biorreactor se caracteriza por presentar un sistema de administracion de volumen
muy preciso (pudiendo suministrar una cantidad minima de 1pl) y un sistema de medida de pH
que reporta errores dentro de un intervalo de confianza de 0.1525 %+ 0.0914, lo que resulta
suficientemente aceptable para satisfacer las especificaciones requeridas en el presente
proyecto. Actualmente, el biorreactor desarrollado esta siendo utilizado en experimentos de
cardiologia en la unidad de investigacion del Hospital Gregorio Marafion de Madrid.

Palabras clave: Infarto de miocardio, Ingenieria Tisular, Instrumentacion biomédica,
Biorreactores, Cultivos celulares, Renovacion medio de cultivo, Medicion de pH.






Resum

L’infart de miocardi suposa la principal causa de mort en els paissos industrialitzats. El
problema és que els tractaments clinics convencionals presenten certes limitacions. Aquest
fenomen ha propiciat I’auge de nous camps com I’Enginyeria Tisular Cardiaca, el principal
objectiu de la qual és regenerar el miocardi danyat creant teixits artificials a partir de la
combinaci6 de biomaterials i c¢l-lules cardiomiogéniques. No obstant aixo, per a aixd €s
imprescindible disposar d’un bioreactor que permeta controlar les condicions fisicoquimiques
de I’entorn en queé aquestes cél-lules van a créixer i madurar.

En el present Treball Final de Grau s’ha desenvolupat un prototip de bioreactor basat en
un sistema automatic d’intercanvi del medi de cultiu present en una sembra de cél-lules, que
permet mantindre unes condicions de cultiu Optimes, i per consegiient, garantitzar la
supervivencia cel-lular. Aquest esta integrat per dues bombes que treballen de forma coordinada
per a retirar i subministrar el medi, i un sensor optic que s’encarrega de mesurar el pH, mesura
que es pren com indicativa de la necessitat de canviar el medi de cultiu. A més, s’ha
desenvolupat una interficie grafica d’usuari en MATLAB® que permés a ’usuari manejar el
sistema i introduir els parametres de control de manera més senzilla i intuitiva.

Aquest bioreactor es caracteritza per presentar un sistema d’administracié de volum
molt precis (podent subministrar una quantitat minima de 1 pl) i un sistema de mesura de pH
que reporta errors dins d’un interval de confianga de 0.1525 4+ 0.0914, la qual cosa resulta prou
acceptable per a satisfer les especificaciones requerides en el present projecte. Actualment, el
bioreactor desenvolupat esta sent utilitzat en experiments de cardiologia en la unitat
d’investigaci6 de 1’Hospital Gregorio Marafion de Madrid.

Paraules clau: Infart de miocardi, Enginyeria Tisular, Instrumentacio biomédica, Biorreactors,
Cultius cel-lulars, Renovacio medi de cultiu, Mesura pH.






Abstract

Myocardial infarction supposes the main cause of death in the industrialized countries.
The problem relies on the fact that the clinical conventional treatments show certain limitations.
This phenomenon has propitiated the rise of new fields such as Cardiac Tissue Engineering,
whose main objective is the damaged myocardium regeneration, creating artificial tissues from
the combination of biomaterials and cardiomyogenic cells. Nevertheless, it is indispensible for
this to have a bioreactor that allows to control the environmental physical and chemical
conditions in which these cells are going to grow and mature.

In this Final Project a bioreactor prototype has been developed, based on an automatic
renovation system of the culture medium present in a sowing cell, which allows to maintain a
culture optimal conditions, and therefore, to guarantee the cell survival. The device consists of
two pumps that work in a coordinated way in order to withdraw and supply the medium, and an
optical sensor that is in charge of the measurement of pH, which is taken as an indicator of the
need to change the culture medium. Furthermore, a user interface has been developed in
MATLAB® that allows the user to handle the system and to enter the control parameters in a
simpler and more intuitive way.

This bioreactor is characterized by having a really accurate volume administering
system (being able to supply a minimal quantity of 1 pl) and a pH measurement system that
reports errors within a confidence interval of 0.1525 £ 0.0914, which is considered pleasing
enough to satisfy the required specifications in this project. Currently, the developed bioreactor
is being used in cardiology experiments in the Research Unit of the Gregorio Marafion Hospital
in Madrid.

Keywords: Myocardial infarction, Tissue FEngineering, Biomedical instrumentation,
Bioreactors, Cell cultures, Culture medium renovation, pH measurement.
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1. INTRODUCCION

En los tultimos afios, el campo de la Ingenieria Tisular ha experimentado un crecimiento
exponencial. El interés en la misma radica en el hecho de que esta técnica tiene como objetivo la
creacion de tejidos artificiales 3D o sustitutos celulares que permitan la regeneracion de tejidos u
organos restaurando, manteniendo y mejorando sus funciones (Fisher et al, 2013). En particular,
recientemente ha emergido con fuerza el campo de la Ingenieria Tisular Cardiaca, debido a que las
enfermedades cardiacas siguen siendo una de las principales causas de muerte en los paises
desarrollados, donde lidera el infarto de miocardio contribuyendo al menos a una quinta parte de las
muertes reportadas. Asi, la Ingenieria Tisular Cardiaca proporciona una alternativa a las limitaciones
que presentan las terapias clinicas actuales (cirugia de by-pass, trasplante cardiaco, tratamiento
farmacologico, dispositivos de asistencia ventricular, etc.) intentando restaurar el miocardio dafiado a
través del disefio de constructos que permitan recuperar la funcién mecénica del corazon (Pascual-Gil
etal, 2015; Ye y Black, 2011; Domenech et al, 2016).

Este campo permite tanto la generacion artificial de tejido cardiaco funcional para su uso
como parches en el miocardio dafiado (Martinez-Ramos et al, 2014; Pok y Jacot, 2011), como la
generacion de sistemas bioldgicos in vitro que permitan estudiar el comportamiento fisico-quimico de
los cardiomiocitos mediante tests controlados para investigar las posibles patologias asociadas o bien
desarrollar terapias efectivas basadas en células con potencial cardiorregenerativo (Freed et al, 2006;
Wendt et al, 2009). Actualmente, la investigacion se estd centrando en identificar la fuente ideal de
células para crear tejido cardiaco bioartificial (Finosh y Jayabalan, 2012). Asi, los resultados de los
ensayos clinicos demuestran que la implantacion de células madre adultas es una técnica segura y que
mejora la funcion cardiaca (Houtgraaf et al, 2012; Vunjak-Novakovic y Scadden, 2011).

Sin embargo, este campo se encuentra todavia en fase de experimentacion ya que aun existen
algunos problemas asociados a la complejidad estructural y funcional de este tipo de tejido que
necesitan ser resueltos (Vunjak-Novakovic et al, 2010). La generacion bioartificial de tejido con una
compleja estructura y funcién no es factible realizarla mediante el cultivo de células en sistemas
basados en placas Petri inicamente, ya que sin el entorno y estimulos fisico-quimicos apropiados, las
células no son capaces de mantener su forma, fenotipo y funcion, perdiendo asi la habilidad de
proliferar y formar tejidos organizados (Bilodeau y Mantovani, 2006). Es por esto que el uso de
biorreactores se ha convertido en un aspecto fundamental de la Ingenieria Tisular. Sin embargo, éstos
presentan el inconveniente de que se trata de sistemas con un alto coste econémico y muy poco
adaptables.

En el presente proyecto se ha desarrollado y validado un prototipo de biorreactor basado en
impresion 3D cuyo objetivo es mantener unas condiciones Optimas de cultivo en células destinadas a
fines de regeneracion de miocardio, gracias a la actuacidon de un sistema automatico que permite
realizar un cambio del medio de cultivo (sin la necesidad de extraer el cultivo del incubador) siempre
que detecta que dichas condiciones no son las apropiadas para el crecimiento y maduracion celular, lo
cual viene indicado por una disminucion del pH del medio.

Cabe mencionar que el presente trabajo se ha llevado a cabo en el Instituto Universitario de
Investigacion Biomédica biolTACA de la Universidad Politécnica de Valencia. Ademas, para la
elaboracion del mismo se ha contado con el apoyo y colaboracion de la unidad de investigacion del
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Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid, en cuyo laboratorio se ha instalado el
biorreactor desarrollado.

1.1 Motivacion

Bajo este contexto, la principal motivacion para la realizacion del presente proyecto es la de
desarrollar un nuevo tipo de biorreactor que permita el cambio automatico del medio de cultivo
cuando las condiciones del mismo no sean Optimas para la supervivencia celular, destinado
principalmente a aplicaciones de Ingenieria Tisular Cardiaca, y que permita ademas superar las
limitaciones que presentan los actuales sistemas comerciales y sea adaptable a las necesidades del
experimento.

Lo que se pretende ademas con este biorreactor es fabricar un equipo que facilite al personal
de laboratorio el complicado, costoso y exhaustivo proceso que supone intercambiar el medio de
cultivo cada cierto periodo de tiempo de forma manual. Su capacidad de funcionamiento automatico
tiene como intencion ahorrar tiempo de trabajo al personal evitando que éste se vea obligado incluso a
acudir dias festivos al laboratorio para realizar el proceso de recambio del medio, pudiendo emplear
dicho tiempo en seguir investigando o en realizar otras tareas mas importantes durante el experimento.

Por otra parte, el hecho de cambiar el medio de manera automatica pretende eliminar la
necesidad de extraer el cultivo del incubador para hacerlo, reduciendo asi el riesgo de contaminacion
que supone el traslado del mismo a la campana de flujo laminar para realizar el cambio manual y el
riesgo de exposicion de cualquier zona u objeto no esterilizado con el cultivo.

Asimismo, el proposito es que su disefio basado en impresion 3D reporte el beneficio de
contar con un sistema propio cuyo hardware sea facilmente modificable seglin las preferencias del
usuario, escalable y totalmente reproducible. También, como ventaja frente a los equipos comerciales,
el objetivo es contar con un sistema de codigo abierto, caracteristica que lo convierta en facilmente
programable y adaptable a las necesidades del experimento siempre que se requiera.

Por tultimo, el desarrollo de este nuevo biorreactor tiene como ultima finalidad disponer de un
equipo con un reducido coste econdmico en comparacion con otros equipos disponibles en el mercado,
permitiendo destinar dicho ahorro econdémico a otras necesidades del experimento.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente proyecto es el disefio, desarrollo y validacion de un prototipo
de biorreactor que permita el intercambio automatico del medio en un cultivo de células, tomando
como referencia de que éste debe renovarse la medida del nivel de pH, todo ello con el fin de
mantener en todo momento bajo control las condiciones 6ptimas de cultivo que permitan el adecuado
crecimiento y maduracion de las células hacia tejido cardiaco.

Para llevar a cabo el presente proyecto, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

e Disefio e implementacion de un sistema de intercambio de medio de cultivo.

e Incorporacion de un sistema de registro automatico de pH en tiempo real y de manera
continua.

e Programacion del microcontrolador para el control del sistema desde el PC y de forma
inalambrica.

e Disefio y programacion de una interfaz grafica de usuario.

e Obtencion de las curvas de calibracion de volumen y pH necesarias.

e Comprobacion del correcto funcionamiento y sinergia del biorreactor desarrollado.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Antecedentes clinicos

3.1.1 Infarto de miocardio

La principal causa de muerte en la cultura occidental es la cardiopatia isquémica, consecuencia
de un flujo sanguineo coronario insuficiente (Hall y Guyton, 2011). La causa mas frecuente de una
disminucion del flujo sanguineo coronario es la aterosclerosis, donde la placa aterosclerdtica provoca
la aparicion de un coagulo de sangre (trombo) en la zona que provoca la oclusion de la arteria
coronaria.

Si esta oclusion de la arteria es completa, el flujo sanguineo cesa en los vasos coronarios
distales a la oclusion haciendo que la zona de miocardio irrigada por los mismos se vuelva necrotica y
pierda su funcién muscular. Esto es lo que se conoce como infarto de miocardio (véase Figura 1).
Pasadas unas semanas o meses, se forma en esa zona tejido de granulacién que forma una escara
fibrotica en el musculo cardiaco. El infarto puede alcanzar todo el espesor de la pared, denominandose
transmural, o bien limitarse al tercio o mitad interna de la misma, lo que se conoce como infarto
subendocardico.

Ademas, el infarto de miocardio puede presentar una gran variedad de complicaciones. Entre
ellas, la mas habitual es la insuficiencia cardiaca, que se manifiesta por una capacidad de bomba del
ventriculo muy deprimida como consecuencia de la reduccion de masa contractil, y que puede llegar a
desencadenar el fallo cardiaco o un shock cardiogénico (Virag et al, 2007). Otras complicaciones
frecuentes son la aparicion de arritmias cardiacas, el estancamiento de sangre en el sistema venoso
(pudiendo provocar edema pulmonar) o la rotura de la zona infartada.

Arterias
coronarias Placa de

ateroma .
Arteria

ocluida  Codagulo
sanguineo

. Necrosis
zona
infartada

Figura 1. Infarto de miocardio. Se muestra un corazén que ha sufrido un infarto con su
correspondiente necrosis muscular y una ampliacién de la placa de ateroma que forma el coagulo
sanguineo y la oclusion de la arteria coronaria (National Institutes of Health).

3.1.2 Ingenieria Tisular Cardiaca

Entre los tratamientos actuales frente al fallo cardiaco ocasionado tras un infarto de miocardio
se incluyen los dispositivos de asistencia mecanica y, en Ultima instancia, el trasplante cardiaco. Sin
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embargo, estos tratamientos presentan limitaciones tales como posibles rechazos, infecciones o la
existente baja tasa de donantes (Canver y Chanda, 2001). Por este motivo, la investigacion se estd
centrando en el desarrollo de nuevas terapias que permitan reparar el miocardio dafiado, con el
objetivo de mejorar la calidad de vida del paciente y su prondstico (Nugent y Edelman, 2003).

Durante casi una década, se ha estudiado como terapia celular la posibilidad de inyectar
directamente sobre el tejido danado células aisladas con potencial cardiomiogénico (véase Figura 2A)
(Murry et al, 2005). Sin embargo, ensayos clinicos han reportado que aproximadamente el 90% de las
células se pierden en la circulacion o se escapan del sitio de inyeccion (Leor et al, 2000), y que el 90%
de las células que consiguen penetrar, mueren durante la primera semana (Miiller-Ehmsen et al, 2002).

En este contexto nace la Ingenieria Tisular Cardiaca, cuyo objetivo es generar musculo
cardiaco biocompatible y no inmunolégico con propiedades morfoldgicas y funcionales idénticas a las
del miocardio nativo (Zimmermann y Cesnjevar, 2009). Para conseguir este proposito, en los ultimos
afos se han establecido cuatro enfoques distintos (véase Figura 2B):

e Apilamiento de capas de cardiomiocitos que formen un constructo de tejido cardiaco
contractil (Shimizu et al, 2002).

e Decelularizacion de tejido cardiaco. Esta técnica consiste en eliminar todos los componentes
celulares del tejido cardiaco con el objetivo de conservar su matriz extracelular (que mantiene
intacta la orientacion de las fibras cardiacas y la estructura vascular) para sembrar en ella
nuevas células madre cardiomiogénicas (Ott et al, 2008).

e Generaciodn de injertos/parches de tejido cardiaco in vitro. Esta técnica consiste en el cultivo in
vitro de células en matrices sintéticas o scaffolds hechas de biomateriales y su posterior
implantacion en la superficie del pericardio (Zimmermann et al, 2006).

e Inyeccion en el miocardio de células madre contenidas en un biomaterial (hidrogel) que es

capaz de liberarlas directamente en la pared del miocardio dafiado, favoreciendo su retencion
(Lu et al, 2009).
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Figura 2. Aproximaciones actuales a la ingenieria de tejido cardiaco. (A) Terapia celular clasica.
(B) Diferentes métodos para la generacion de parches cardiacos: multicapas de cardiomiocitos,
integracion en scaffolds o biomateriales inyectables (Arnal-Pastor et al, 2013).
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En cualquier caso, para una adecuada regeneracion del miocardio la seleccion del tipo de
célula que se va a implantar es fundamental (Passier et al, 2008). La Figura 3 muestra los tipos de
células humanas mas examinadas para regeneracion cardiaca.
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Figura 3. Células empleadas en reparaciéon cardiaca. Se muestra tanto la fuente de células
utilizadas (células madre adultas, células madre embrionarias, células madre cardiacas o células
madre pluripotenciales inducidas) como las células en las que éstas pueden diferenciarse
(Vunjak-Novakovic et al, 2010).

Las células madre embrionarias podrian ser la fuente de cardiomiocitos ideal para la
regeneracion del miocardio ya que presentan capacidad de vasculogénesis y miogénesis, son
omnipotentes y pueden integrarse eléctricamente con el miocardio nativo (Caspi et al, 2007). Sin
embargo, presentan las desventajas de que no son autélogas (por lo que su implantacion puede
producir rechazo inmunoldgico), son propensas a formar teratomas y su utilizacion conlleva
implicaciones éticas (Nussbaum et al, 2007).

Otra alternativa es la utilizacion de células madre adultas procedentes de la médula Osea
(hematopoyéticas o mesenquimales), del tejido adiposo, etc., ya que €stas proporcionan la ventaja de
que no exhiben rechazo inmunolégico (Gimble et al, 2007; Kocher et al, 2001). Sin embargo, se ha
demostrado que las células mesenquimales son capaces de inducir vasculogénesis pero no
necesariamente miogénesis (Dai et al, 2005). Otras células madre adultas que se empezaron a
implantar con éxito fueron los mioblastos esqueléticos, pero recientes estudios han demostrado que
estan relacionadas con la aparicion de arritmias (Reinecke et al, 2000).

La opcion ideal seria la utilizacion de células madre cardiacas, las cuales no presentan ningin
inconveniente a la hora de diferenciarse en cardiomiocitos y formar tejido miocardico, ya que estan
programadas para ello (Barile et al, 2007). Desafortunadamente, la técnica para extraer dichas células
es muy compleja y inicamente se consigue recolectar una pequeia cantidad (Smits et al, 2009).

Con el objetivo de superar los problemas de las células madre embrionarias relacionados con
el rechazo inmunoldégico, han surgido recientemente las llamadas células madre pluripotenciales
inducidas (Takahashi et al, 2007). Se trata de células somaticas modificadas genéticamente con
factores que les confieran dicha pluripotencialidad, con la ventaja de que también son autdlogas
(Narazaki et al, 2008).



Prototipo de biorreactor con sistema de intercambio de medios de cultivo

ANTECEDENTES

Por otra parte, otro de los requisitos esenciales para una correcta regeneracion del miocardio
es la formacion de una adecuada matriz extracelular en términos de composicion, estructura y
propiedades mecénicas, que permita una adecuada proliferacion y diferenciacién celular. Esta puede
fabricarse artificialmente (scaffold) para los casos de generacion de parches cardiacos o bien se puede
inducir a las células a que formen su propia matriz en el caso de ser directamente inyectadas en el
miocardio dafiado (Dawson et al, 2008; Lee et al, 2008).

Por tultimo, también es fundamental un acoplamiento electromecanico de las células con el
miocardio dafiado y la generacion de fuerza contractil para restablecer la funcion muscular del
miocardio. Asi, diversos estudios han demostrado que el entrenamiento electromecénico de las células
a implantar supone una herramienta indispensable para la maduracion y diferenciacion de las células
hacia tejido cardiaco adulto (Zimmermann et al, 2006; Radisic et al, 2004).

3.1.3 Medios de cultivo

El cultivo celular es una de las herramientas mas utilizadas en biologia celular y molecular
puesto que permite obtener excelentes modelos de sistemas biologicos para estudiar la fisiologia y
bioquimica de las células, el efecto de ciertos fArmacos en las células, la mutagénesis y carcinogénesis,
realizar pruebas de citotoxicidad y desarrollar terapias celulares. También se utiliza para el desarrollo
y produccioén a gran escala de componentes biologicos (cultivo de virus para vacunas) y su principal
ventaja es que garantiza la consistencia y reproducibilidad de los resultados utilizando un tnico lote de
clones (Freshney, 1986).

Para que el crecimiento in vitro de células sea el adecuado y las células puedan mantener su
funcién y estructura, éstas deben sembrarse en un recipiente que contenga un medio lo mas parecido
posible al medio extracelular fisioloégico. Asi, todo medio de cultivo debe estar provisto con los
componentes nutricionales basicos (aminoacidos para la sintesis de proteinas, monosacaridos como
principal fuente de energia, vitaminas y algunos iones y oligoelementos), la cantidad de hormonas y
factores de crecimiento necesarios, una presion osmatica apropiada y un pH optimo, el cual varia en
funcion del tipo de célula (Rizzino et al, 1979).

El medio utilizado puede ser natural o sintético. Los medios naturales se corresponden con los
fluidos propios del organismo (plasma, suero, linfa), por lo que éstos presentan la ventaja de que son
ricos en nutrientes y hormonas y ademas presentan una presion osmética y pH muy similar a la del
organismo. Sin embargo, su proceso de produccion es muy complejo y existe una gran variacion entre
los diferentes lotes, cosas que dificultan su reproducibilidad y estandarizacion. Ademads, en el caso del
suero, algunos de sus componentes pueden ser toxicos para las células o bien, para algunas células, el
suero puede inhibir su proliferacion. Todos estos factores han hecho que poco a poco los medios
naturales de cultivo hayan sido reemplazados por medios sintéticos.

Los medios sintéticos son medios disefiados y preparados artificialmente, estandarizados y con
una amplia variedad de usos en funcion de cuales sean los requisitos de experimentacion. Estos se
dividen principalmente en los siguientes grupos:

e Medios basales. Estos medios contienen los componentes basicos esenciales (aminoacidos,
vitaminas, sales inorgéanicas y carbohidratos como glucosa) con los que las células pueden
experimentar un buen crecimiento. Ademas, éstos incluyen suero como suplemento.
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e Medios con suero reducido. Son medios que incorporan una mayor cantidad de nutrientes con
el objetivo de reducir la cantidad de suero en el medio y con ello los efectos no deseados
provocados por el mismo.

e Medios sin suero. Estos medios sustituyen los componentes que aportaria el suero por los
nutrientes y hormonas apropiados. La ventaja que presentan estos medios es que permiten
obtener medios selectivos donde crecer un tipo de célula especifico (escogiendo la
combinacion adecuada de factores de crecimiento) (Mariani et al, 1991).

e Medios quimicamente definidos. Los componentes de estos medios se producen en bacterias o
levaduras mediante ingenieria genética, de manera que la naturaleza quimica y las cantidades
de estos componentes en el medio son completamente conocidas (Stoll et al, 1996).

e Medios sin proteinas. Estos medios no contienen componentes proteicos, tales como
hormonas o factores de crecimiento. Se ha demostrado que la ausencia de proteinas en el
medio favorece un mejor crecimiento celular y expresion de las proteinas, asi como elimina el
riesgo de transmision de enfermedades sanguineas, convirtiéndolos en medios de cultivo mas
seguros (Darfler et al, 1990).

Por otra parte, estos medios se complementan con soluciones salinas (Balanced Salt Solutions,
BSS) que proveen a las células de agua e iones inorganicos a la vez que mantienen la presidon osmotica
y pH fisiologicos. También se suelen incorporar antibioticos (penicilina o estreptomicina) para evitar
la posible contaminacion del medio (Perlman et al, 1979) y en ocasiones, estos medios también
pueden incorporar soluciones (tripsina o EDTA) que permitan digerir las células adheridas a los
recipientes de cultivo.
Ademas, los medios de cultivo también incorporan soluciones tampon para regular el pH y mantenerlo
dentro de un rango fisioldgico. Normalmente se utiliza el tampon bicarbonato de sodio, pero cuando se
requiere un control y estabilidad del pH mucho mayor, se emplean adicionalmente tampones
organicos (los denominados Good'’s buffers: HEPES, Tricina, etc.) que presentan una mayor capacidad
tamponadora. El inconveniente de estos ultimos es que son mas caros que el tampon de bicarbonato de
sodio y toxicos a determinadas concentraciones.

La seleccion del medio de cultivo depende del tipo de célula que se pretenda cultivar, el
objetivo o utilidad del cultivo y los recursos disponibles en el laboratorio. En la actualidad, los medios
mas cominmente empleados que hay disponibles en el mercado son: Eagle’s Minimum Essential
Medium (EMEM), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM), RPMI-1640, HamF10/HamF12, 199/109 y McCoy’s 5A.

3.1.3.1 DMEM

DMEM es una variacion del medio EMEM y contiene aproximadamente 4 veces mas
aminodacidos y vitaminas que éste y de 2 a 4 veces mas glucosa. Asi, en funcion de la concentracion de
glucosa, existen dos tipos de DMEM: con alta concentraciéon de glucosa (4500 g/L) y con baja
concentracion de glucosa (1000 g/L). Este medio también incluye nitrato férrico, piruvato de sodio y
algunos suplementos de aminoacidos. Ademas, se trata de un medio basal que no contiene proteinas ni
factores de crecimiento, por lo que esta enriquecido con suero fetal bovino (FBS).

Por otra parte, suele utilizar una solucion tampon de bicarbonato de sodio (normalmente de
3.7 g/L) y rojo fenol como indicador colorimétrico de pH. A un pH fisioldgico (7.2-7.4) este indicador
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es de color rojo intenso, pero cuando el nivel de pH disminuye (el medio se vuelve acido), el rojo
fenol se vuelve de color amarillo y cuando el nivel de pH aumenta (el medio se vuelve alcalino) se
vuelve de color fucsia.

En el presente proyecto se utilizo DMEM con alta concentracion de glucosa y suplemento de
piruvato y glutamina de la marca GIBCO® (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), como se muestra
en la Figura 4, para realizar la calibracion de pH del sistema.

Figura 4. Medio de cultivo DMEM.

3.2 Antecedentes técnicos

3.2.1 Biorreactores: descripcion y estado del arte

Se conoce como biorreactor al equipo o sistema capaz de mantener una o varias propiedades
fisico-quimicas (pH, temperatura, concentracion de oxigeno, etc.) bajo control dentro de los rangos
fisiolégicos de manera que se reproduzcan las condiciones ambientales necesarias para la
supervivencia o cultivo de un tejido o célula. En general, los biorreactores estan disefiados para
cumplir una o varias de las siguientes funciones: 1) asegurar la uniformidad en la distribucion celular,
2) mantener las concentraciones de gases y nutrientes deseadas, 3) exponer al tejido a diversos
estimulos fisicos y/o 4) suministrar informacion acerca de la formacion del tejido (Barron et al, 2003).
Ademas, se trata de sistemas cerrados, estandarizados y casi automaticos, caracteristicas que aseguran
una mayor reproducibilidad, trazabilidad, escalabilidad y menor riesgo de contaminacion que los
procesos tradicionales manuales (Ratclife y Niklason, 2002).

El uso de birreactores permite llevar a cabo una gran variedad de procesos biologicos: 1)
expansion celular, 2) siembra de células en scaffolds, 3) diferenciacion celular y maduracion de tejido,
4) efectos causados por determinados farmacos en células y tejidos e 5) investigacion de patologias.
Ademas, estos también resultan ttiles para estudiar las funciones de las células y el desarrollo del
tejido bajo determinadas condiciones ambientales (Freed et al, 2006).

El disefo y desarrollo de un biorreactor es una tarea compleja que requiere de conocimientos
tanto de biologia como de ingenieria. En funcion de los requisitos estructurales y funcionales de las
células que se desean crecer, las especificaciones de disefio del biorreactor son unas u otras, haciendo
que existan diferentes tipos de biorreactores. Sin embargo, todo biorreactor deberia estar equipado con
sensores y sistemas de control que monitoricen de forma automatica y en tiempo real los parametros
del cultivo (temperatura, pH, concentraciones de gases, presion, eliminacion de residuos, etc.),
sistemas de perfusion que permitan el intercambio de medio de cultivo y una adecuada distribucion de
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los nutrientes a todas las células, y sistemas de estimulacion fisica que reproduzcan las condiciones
fisioldgicas del entorno y favorezcan la maduracion del tejido (Martin et al, 2009) (véase Figura 5).

Incubator

b Recirculation/perfusion system
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Figura 5. Esquema de los diferentes sistemas que conforman un biorreactor. Se muestra a la
izquierda los diferentes sensores y sistemas de control, a la derecha los sistemas de estimulaciéon
fisicay en el centro el sistema de perfusion (Bilodeau y Mantovani, 2006).

Centrandonos en el disefio de biorreactores para la produccion de tejido cardiaco, la presencia
de sistemas de estimulacion fisica (mecanica y eléctrica) es fundamental para promover la
proliferacion, diferenciacion y sintesis de proteinas, asi como para promover la maduracion estructural
y funcional del tejido en términos de morfologia, fuerza mecanica y funcion eléctrica (Tandon et al,
2010; Mertsching y Hansmann, 2009; Bursac et al, 2007).

Sin embargo, el adecuado entrenamiento fisico del tejido y las caracteristicas de las células
vienen condicionados por los parametros bioquimicos del medio. Segiin Masters y Stacey (2007), en
un cultivo celular los nutrientes y factores de crecimiento se van agotando con el tiempo y por el
contrario, la concentracion de productos metabolicos aumenta. Estos ltimos pueden ser muy dafiinos
para las células, por lo que para asegurar el adecuado crecimiento y proliferacion de las mismas es
importante disponer de sistemas que cambien el medio de cultivo cada 1-2 dias o en algunos casos,
dos veces por semana es suficiente. Ademas, cuando el cultivo es utilizado con fines experimentales,
es recomendable cambiar el medio 24 h antes.

Ademas, la velocidad a la que se administra la cantidad de nutrientes y oxigeno necesarios
(perfusion) debe ser la misma que la velocidad a la que las células lo consumen. Si es mas lenta, la
concentracion local de oxigeno disminuye a niveles no aceptables, afectando a la viabilidad celular y
la actividad enzimatica y pudiendo ocasionar la apoptosis de las células (Catapano, 1996). También, la
falta de perfusion limita en gran medida el grosor del tejido creado (Kofidis et al, 2003). Por el
contrario, una mayor velocidad de perfusion y presion parcial de O, estan relacionadas con un mayor
metabolismo aerdbico y un mayor contenido de proteinas y ADN (Carrier et al, 2002).

Por otra parte, para asegurar la homeostasis, los fluidos intracelulares y extracelulares deben
contener una cantidad equilibrada de acidos y bases, manteniendo el pH de la sangre entre 7.2 y 7.4.

10
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El control de este parametro es muy importante ya que la afinidad de la hemoglobina por el O,
disminuye al disminuir el pH. Por lo que niveles bajos de pH haran que la cantidad de O, disponible
para las células sea menor.

En cuanto a los requisitos de temperatura, la temperatura del cuerpo se encuentra normalmente
alrededor de los 37°C. Por encima de los 41°C o por debajo de los 35°C puede haber riesgo de muerte
celular. Es por esto que la mayoria de biorreactores trabajan total o parcialmente dentro de un
incubador o bien introducen a través de su sistema de perfusion un componente que intercambie calor.
También, es necesario mantener un ambiente humidificado para evitar la pérdida de medio por
evaporacion en los casos de sistemas de cultivo no sellados (siembra en placas Petri por ejemplo).

Finalmente, la Tabla 1 recoge algunos de los tipos de biorreactores para Ingenieria Tisular
Cardiaca que se han disefiado en investigacion durante los tultimos afios, tanto para el control de

parametros fisicos como quimicos.

Tabla 1. Tabla resumen de los biorreactores desarrollados en la ultima década.

Autores Tipo de células Scaffold Dispositivo Pardametros
monitorizados
Células Mezcla de células
. . ’ ist d Actividad
Fink et al. 2000 embrionarias de colageno l y Sl? em,a © ¢ IVI, a.
. . estiramiento contractil
pollito Matrigel
Biorreactor
. . Propiedad
Papadaki et al. Células de rata giratorio con ropiedages
Malla de PGA . electro-
2001 neonatal placa Petri .
. fisiologicas
montada encima
Biorreactor
Carrier et al. Células de rata giratorio con
Mall PGA H
2002 neonatal alla de PG placa Petri pH, p0O2, pCO;
montada encima
. Bi tor d Actividad
Radisic et al. Células de rata Esponjas de 1o.rreac o-r, © C IV.I 2
, estimulacion eléctrica 'y
2004 neonatal colageno L. .
eléctrica contractil
. Bi tor d ..
) Células de rata Gel de fibrina con 10geac o‘r’ © Actividad
Birla et al. 2007 . estimulacion L.
neonatal trombina L. contractil
mecanica
Biorreactor de
Barash et al. Células de rata estimulacion
Alginat H
2010 neonatal SINato poroso eléctrica y PH, pO2, pCO;
perfusion
Boudou et al. Células de rata M’atrlces 3D d.e Cantilever MEMS Act1V1’da'd
2012 neonatal colageno y fibrina contractil
Kensah et al. Célu'las @adre Mezclril de células, Bio-rreacto-r,de Actividad
embrionarias de colageno Iy estimulacion .
2013 . . contractil
humano Matrigel mecanica
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Cabe destacar que en el mercado existen multitud de biorreactores utilizados para la
generacion de reacciones quimicas o para el cultivo de material bioldgico bajo condiciones especificas
(i.e. Harvard Apparatus, Lambda, Synthecon, General Electrics). Sin embargo, en la mayoria de casos
se trata de equipos con un alto coste econdmico (por encima de los 150.000 €) con una minima
versatilidad, disefiados especificamente para cumplir los requisitos de una preparacion en concreto y
de dificil adaptacion a otros tejidos o entornos.

3.2.1.1 Incubadores

En la actualidad, los incubadores forman parte del equipamiento esencial que debe estar
presente en todo laboratorio de investigacion biomédica donde se trabaje con cultivos celulares
(Vukasinovic et al, 2009). En general, el incubador basico es un sistema cuyo objetivo principal es
regular y mantener constante la temperatura de un cultivo celular (normalmente a 37°C). Pero también
existen otros incubadores (i.e. Thermo Scientific, Binder, NuAire) basados en sistemas mas complejos
que ademas de regular la temperatura, permiten controlar la humedad y la cantidad de CO, presente en
el ambiente del incubador (incluso algunos pueden controlar el nivel de O,), pues es necesario
mantener dentro de un rango adecuado estos tres pardmetros para conseguir un entorno lo mas
fisioldgico posible y para preservar la viabilidad de las células.

Es muy importante el control de este ultimo parametro en aquellos medios de cultivo que
empleen como solucion tampdn bicarbonato sodico, ya que el pH del medio depende de la cantidad de
diéxido de carbono (CO,) disuelto en el medio producido por el metabolismo de las células y la
cantidad de iones bicarbonato (HCO;') proporcionados por la solucion tampdn de bicarbonato sodico.
Como se puede apreciar en la reaccion 1, un aumento de la concentracion de CO, provoca una
disminucion del pH acidificando el medio, mientras que un aumento de la concentracion de HCO5’
provoca un aumento del pH alcalinizando el medio segun muestra la reaccion 2.

Hy0 + CO; T H,CO3 T H* +HCO3 (1)

NaOH + H,CO3 > NaHCO; + H,0 7 > Na* + HCO; +H,0  (2)

Asi, para conseguir un pH constante dentro de un rango fisiologico debe existir un balance
equilibrado entre la concentracion de CO, y HCO;™ del medio, y para ello es necesaria una aportacion
de CO, exodgeno por parte del incubador, pues cambios en la concentracion del CO, atmosférico (en
aquellos casos en los que el recipiente del cultivo no esté sellado) pueden regular el pH del medio. La
Tabla 2 muestra los niveles de CO, exdgeno que se recomienda emplear en funcion de la cantidad de
bicarbonato presente en el medio (Butler, 2004).

12
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Tabla 2. Niveles de CO, recomendados para medios con tampon bicarbonato sédico.

26 5% RPMI-1640
44 10% DMEM

3.2.2 Técnicas de medicion de pH

La medida del pH es una de las herramientas mas cominmente empleadas en un laboratorio
gue trabaja con muestras bioquimicas debido a que la mayoria de procesos quimicos y bioldgicos (i.e.
el medio extracelular debe tener un pH especifico para que las células puedan vivir) son dependientes
del pH. Por tanto, es muy importante mantener bajo control dicha magnitud. Las técnicas
tradicionalmente utilizadas para la medida del pH se clasifican en cuatro categorias: indicadores de
pH, tiras de pH, electrodos de metal y electrodo de vidrio.

Las dos primeras se basan en el cambio de color que experimenta la solucién (o bien la tira de
papel impregnada con indicador) como consecuencia de un cambio en la conformacion del indicador
de pH (i.e. rojo fenol) cuando entra en contacto con H*. Asi, el pH se determina por comparacion
visual del color obtenido con la paleta de colores de ese indicador (véase Figura 6A), cada uno de los
cuales tiene asociado un pH. Estos métodos son sencillos pero muy poco precisos. En cuanto a los
electrodos de metal (electrodo de hidrdgeno y electrodo de antimonio), el pH se determina usando
técnicas electroquimicas calculando el potencial establecido entre un electrodo de medida y otro de
referencia. Sin embargo éstos no se suelen emplear debido por un lado a los inconvenientes que
supone manipular el H, y por otro lado, en el caso del electrodo de antimonio, a su baja capacidad de
reproducibilidad, limitando sus aplicaciones a casos en los que la solucién contiene F y no se requiere
de una gran precision en la medida (Huang y Guo, 2000). Debido a los problemas relacionados con
estos electrodos, el método de medida estandar que mas se utiliza es el electrodo de vidrio (véase
Figura 6B), basado también en una medida potenciométrica del pH. Desafortunadamente, este
electrodo presenta algunas desventajas que en ocasiones limitan su campo de aplicacion. Entre ellas
destaca el hecho de que es inestable para soluciones con pH extremos (muy &cido o muy alcalino) y a
temperaturas superiores a 100°C, presenta un tiempo de respuesta lento, es muy dificil su de
miniaturizar, existe riesgo de rotura de la sonda de vidrio y presentan una vida til corta si el
mantenimiento no es el adecuado.

Para superar las limitaciones que presentan las técnicas convencionales, actualmente se estan
investigando y desarrollando una gran variedad de tecnologias alternativas para la medida del pH. En
primer lugar, se ha reportado el uso de sensores basados en métodos dpticos, los cuales emplean fibra
Optica para detectar la absorbancia que presenta un determinado indicador de pH a una determinada
longitud de onda (Cemal et al, 2004). Estos permiten obtener una respuesta mas rapida y precisa que
los electrodos de pH, asi como trabajar a altas temperaturas y en ambientes turbios sin dafiarse. Otra
tecnologia que esta en estudio es el uso de sensores magnetoelésticos, cuya medida de pH esta
relacionada con los cambios que se producen en su frecuencia de resonancia al variar la masa de
hidrogel depositada sobre el mismo (Ruan et al, 2003). Por otra parte, se ha innovado en las técnicas
potenciométricas llevando a cabo modificaciones en los electrodos empleados hasta el momento. De
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esta manera, han surgido los llamados electrodos basados en Oxidos de metal (i.e. IrOy) (Yao et al,
2001), los cuales presentan buena estabilidad en un rango amplio de pH y en ambientes agresivos
sometidos a altas temperaturas y presiones, asi como una respuesta rapida. También, se ha optado por
utilizar electrodos hechos de polimeros conductores especiales (Xu et al, 2001), los cuales se ha
demostrado que presentan buena estabilidad y reproducibilidad. Por otro lado, también se han
desarrollado microsensores basados en cantiléver (véase Figura 6C), los cuales relacionan la deflexion
gue provoca la deposicion de un determinado polimero sobre ellos con el nivel de pH (Bashir et al,
2002). La gran ventaja que presentan es su extremadamente pequefio tamafio. Por ultimo, la
innovacion mas reciente es el desarrollo de sensores ISFET (véase Figura 6D) fabricados con una gran
variedad de materiales (Li et al, 2004), y la ultima tendencia es la produccion de nanosensores ISFET
que incorporan nanocables de silicio en su estructura como canal de conduccion (Cui et al, 2001).
Estos permiten disponer de sensores extremadamente sensibles, de tamafio muy pequefio y capaces de
detectar multitud de sustancias sin marcadores y en tiempo real. Sin embargo, éstos presentan un
mayor coste economico, una menor estabilidad y precision y tienen un tiempo de vida util mas corto.

omeyipul-Hd e

T000'9ES60°L

Figura 6. Algunas técnicas de medida del pH: a) tiras de pH con indicador, b)
electrodo de vidrio, c) microcantiléver, d) ISFET

3.2.3 Bombas de inyeccion: aplicaciones y estado del arte

Las bombas de inyeccion son sistemas que se pueden emplear en multitud de aplicaciones, ya
que son utiles cuando se desea administrar continuamente pequefios volumenes de una determinada
sustancia durante un largo periodo de tiempo a baja velocidad.
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Su uso principal se encuentra en el ambito médico, donde las bombas de inyeccion son una
parte fundamental en el cuidado paliativo, ya que son las encargadas de administrar de forma continua
y subcutanea los medicamentos necesarios para mitigar diversos sintomas en aquellos pacientes en los
que no se pueden administrar oralmente. Ademas, su robusto software reduce el nimero de errores de
administracién asociados con un célculo incorrecto de la dosis (Larsen et al, 2005) y su automaticidad
ahorra tiempo de trabajo al personal de enfermeria (Mukoreka et al, 2015). Entre las bombas de
inyeccion comercializadas y destinadas al cuidado paliativo actualmente, las mas empleadas son las
Smiths Medical MS16, MS16A y MS26 (Irving et al, 2007). Otros sistemas en uso son el Eden
Medical’s MP Daily y el Cardinal Health AD o el Niki/McKinley T34 (Costello et al, 2008). También
existen otras bombas de inyeccion las cuales todavia se encuentran en fase de investigacion, como es
el caso de Infonde (Italfarmaco S.p.A., Milan, Italy) para la administracion del farmaco Iloprost como
tratamiento contra el escleroderma (Laria et al, 2015).

Entre otra de sus aplicaciones destaca su uso en sistemas de microfluidica, en los cuales se
requiere de la generacion de un flujo muy pequefio de liquido (del orden de nanolitros) con un minimo
de pulsacion. Para ello se emplean bombas de inyeccion que presenten una gran precision y maxima
estabilidad, como es el caso de la bomba neMESYS (Cetoni GmbH, Korbussen, Alemania) que
muestra la Figura 7, caracteristicas que justifican su elevado coste econémico. También se utiliza en
quimica para la incorporacion progresiva de una cantidad exacta de volumen (i.e. reactivos) en una
solucion (Tawfik et al, 2012).

Figura 7. Bomba de inyeccion neMESYS (Cetoni GmbH).

Por ultimo, las bombas de inyeccion también se utilizan en ocasiones en los laboratorios de
investigacion clinica como dispensadores de medio. Es en esta aplicacion en la que se ha basado la
bomba de inyeccion disenada en el presente proyecto, la cual forma parte del sistema de recambio de
medio de cultivo.

3.2.4 Prototipado de piezas: Impresion 3D

En los ultimos afios, los avances en informatica con el desarrollo de computadores mas
potentes y nuevos software de diseflo asi como la aparicion de nuevos materiales, han impulsado
enormemente la tecnologia de impresion 3D (Lipson y Kurman, 2013). Ademas, también ha influido
el hecho de que los componentes requeridos en la fabricacion de impresoras 3D han podido
miniaturizarse y los costes de las mismas se han reducido considerablemente, haciendo que
practicamente cualquier persona pueda disponer de una impresora 3D (Kelly, 2013). Esta tecnologia
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permite a los ingenieros desarrollar y evaluar sus productos de manera econdémica antes de invertir
grandes cantidades de dinero directamente en su fabricacion, también se esta utilizando recientemente
en el campo médico para la impresion de injertos 3D y ademas permite a los arquitectos reproducir sus
maquetas de manera mas sencilla.

La impresion 3D se basa en la utilizacion de técnicas de fabricacion aditiva para crear objetos
tridimensionales a partir de archivos digitales que definen la geometria de dicho objeto. Este archivo
digital se consigue disefiando el objeto mediante programas de modelado 3D (i.e. FreeCAD,
modelador paramétrico que se ha utilizado en el presente proyecto para la creacion de las piezas) si lo
que se quiere es imprimir un objeto completamente nuevo o bien mediante escaneres 3D si lo que se
quiere es imprimir una copia de un objeto ya existente. Asi, el software divide el modelo 3D virtual en
multiples capas 2D. A continuacion, la impresora deposita el material correspondiente a cada capa y
superpone todas las capas sucesivamente hasta que consigue reproducir el modelo 3D en su totalidad y
crear el objeto.

Sin embargo, aunque todas las impresoras utilizan procesos aditivos de fabricacion, no todas
utilizan la misma tecnologia y depositan de la misma manera las capas de material. Algunas usan el
fundido o ablandamiento del material para producir las capas, mientras que otras depositan materiales
liquidos que son curados con diferentes tecnologias. El tipo de impresion mas utilizado hasta la
actualidad es la extrusion de plastico fundido (FDM).

Este método utiliza plastico o metal en forma de filamento enrollado como material de
impresion. Los dos tipos de plastico mas empleados son el 4cido polilactico (PLA) y el acrilonitrilo
butadieno estireno (ABS). El filamento empieza a desenrollarse conforme va avanzando hacia la punta
del inyector para suministrar el material necesario. La punta del inyector se calienta y va fundiendo el
material a medida que éste pasa a través de ella para depositarse sobre la plataforma o bien para
fusionarse con la capa subyacente previamente depositada. El material es extruido en forma liquida,
pero inmediatamente se enfria pasando a un estado solido y consistente. Ademas, el inyector se mueve
en ambas direcciones (eje X y eje Y) para ir generando la capa (primero el contorno y a continuacion
el interior) asi como en el eje Z para depositar la siguiente capa con la finalidad de reproducir las
especificaciones de disefio definidas por el archivo digital de CAD. Este movimiento se consigue
gracias al mecanismo de control numérico que incorpora la impresora y el cual esta controlado
directamente por el software de disefio (Mireles et al, 2012; Pilipovic et al, 2015).

Entre las ventajas que hacen de esta tecnologia la mas empleada en impresion 3D destacan su
alta velocidad de produccion (desde varios minutos a pocas horas), su gran precision temporal,
seguridad (empleo de materiales no tdxicos), bajo coste de produccion y mantenimiento, su baja
temperatura de operacion, su facilidad de uso, su capacidad de producir varias piezas duraderas y
fuertes simultaneamente, asi como su capacidad de poder trabajar con una gran variedad de materiales
y de producir casi cualquier objeto. Sin embargo también cuenta con algunas desventajas como son el
requerimiento en ocasiones de estructuras de soporte, la deformacion de la pieza debido a las
fluctuaciones de temperatura que ocurren durante la produccion, una resistencia del objeto menor en la
direccion perpendicular a la direccion en la que se han depositado las capas, una baja precision
dimensional y la imposibilidad de producir bordes afilados y tamafios de pieza muy grandes.

16



Prototipo de biorreactor con sistema de intercambio de medios de cultivo

ANTECEDENTES

Cabe destacar que es esta tecnologia en la que se basa la impresora 3D Replicator 2
(MakerBot, Brooklyn, NY, USA), la cual se empled para la fabricacion de todas las piezas
desarrolladas en el presente proyecto (véase Figura 8).

Figura 8. Impresora 3D Replicator 2 (Makerbot).
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4. METODOLOGIA

Como se puede observar en la Figura 9, el biorreactor desarrollado se basa en un sistema que
tomando como indicador el pH del medio de cultivo permite, a partir de un intercambio del medio,
mantener en todo momento unas condiciones de cultivo adecuadas. Este sistema de control se
comunica con el ordenador a través de una red de comunicaciones inaldmbrica basada en el protocolo
Zigbee (puesto que parte del sistema trabaja dentro del incubador y no es viable una comunicacién con
el PC a través de un cable USB). Asi mismo, el usuario tiene la posibilidad de configurar el modo de
control deseado (manual o automatico) del sistema y otros parametros de control necesarios de manera
sencilla e intuitiva gracias a que éste cuenta con una interfaz grafica de usuario, la cual se programo en
el entorno GUIDE de Matlab.

Lan \ -y Control s EI
| — "_‘__:.__.___
.ﬁ}_ - ‘“’

| condiciones
- B - s
—— de cultivo

Figura 9. Diagrama general de funcionamiento del sistema. El PC/usuario mediante una
comunicacién inalambrica con el sistema, monitoriza continuamente el medio de cultivo y actda
sobre el mismo para mantener bajo control las condiciones de cultivo (imagen propia).

Para llevar a cabo la funciéon de mantener bajo control las condiciones optimas del medio,
como ilustra la Figura 10, el equipo desarrollado requiere la participacion conjunta y coordinada de
dos modulos. Por una parte, un sistema de intercambio de medio formado por dos bombas actuadoras,
una bomba peristaltica que retira el medio de cultivo rico en productos metabolicos de desecho y otra
bomba de inyeccion que suministra al cultivo celular el nuevo medio rico en nutrientes. Por otra parte,
un sensor Optico que monitoriza continuamente el nivel de pH con el fin de disponer de un indicador
que asegure que el medio no retine las condiciones de cultivo adecuadas y debe ser renovado.
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Figura 10. Ilustracion de los distintos m6dulos que conforman el biorreactor. Se muestra una
representacion esquematica del médulo de intercambio de medio: bomba peristaltica y bomba de
inyeccidn, y el médulo de monitorizaciéon de pH (imagen propia).

4.1 Hardware

4.1.1 Disefio bomba de inyeccion

El modelado de las distintas piezas que conforman la bomba de inyeccion se realizd mediante
disefio por ordenador con la ayuda del programa FreeCAD. En total, la bomba cuenta con cuatro
piezas, y cada una de ellas se fabrico mediante impresion 3D a partir de termoplastico PLA. Ademas
también se adquirid el resto de componentes mecanicos y electrénicos necesarios para el adecuado
funcionamiento de la bomba.

En primer lugar se fabrico la pieza central de la bomba. Esta esta disefiada exclusivamente
para dar soporte a todos los componentes, tanto electronicos como mecanicos, que componen la
bomba. Asi, la pieza dispone de los agujeros necesarios a ambos extremos para encajar las dos barras
metalicas y la varilla roscada, un soporte para el motor paso a paso, un soporte para apoyar el cuerpo
de la jeringuilla, unas ranuras en ambos extremos para incluir los dos sensores de efecto Hall y una
muesca alargada en el lateral para situar los cables (véase Figura 11A y Figura 11B).
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Figura 11. Modelo 3D de la pieza central de la bomba de inyeccidn. Se muestra el perfil izquierdo
(A) y perfil izquierdo (B) de la pieza.

Por otro lado se fabric6 la pieza movil de la bomba, la cual es la encargada de permitir el
movimiento de la jeringuilla. Esta se desplaza a lo largo de las barras y la varilla roscada empujando o
retrayendo el émbolo de la jeringa. Como se observa en la Figura 12, la pieza cuenta con dos agujeros
para introducir los rodamientos lineales a través de los cuales pasan las barras metalicas y un agujero
con forma hexagonal donde va insertada la tuerca a través de la cual gira la varilla roscada movida por
el motor, gracias a que se implementd un acoplamiento flexible entre la varilla roscada y el eje del
motor. También dispone de un soporte para enganchar el émbolo de la jeringuilla y dos pequefios
agujeros centrales para colocar los imanes de neodimio necesarios para el funcionamiento de los
sensores de efecto Hall.
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Figura 12. Modelo 3D de la pieza mdvil de la bomba de inyeccidon. Se muestra la vista
frontal de la pieza mévil.

Para finalizar se fabricaron dos tapas, una que mantiene fijo el cuerpo de la jeringa en la pieza
central (véase Figura 13A y 13B) y otra que mantiene fijo el émbolo de la jeringa a la pieza movil
(véase Figura 14A y 14B). Ademas, ambas van atornilladas a la pieza central para una mayor
seguridad y precision de inyeccion.

Figura 13. Modelo 3D de la tapa de la bomba de inyeccion que ancla la jeringuilla a la pieza central
de la bomba de inyeccion. Se muestra la vista plantar (A) y frontal (B) de la tapa.
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Figura 14. Modelo 3D de la tapa de la bomba de inyeccion que ancla la émbolo a la pieza movil de la
bomba de inyeccién. Se muestra la vista plantar (A) y frontal (B) de la.tapa.

Asi, en la Figura 15 se puede observar el resultado final del modelo 3D de la bomba de
inyeccion una vez ensambladas todas las piezas y en la Figura 15 una fotografia de la bomba de
inyeccion real tras el montaje de las piezas y demas componentes electronicos y mecéanicos.

Figura 15. Resultado final del modelo 3D de la bomba de inyeccidn.
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Figura 16. Fotografia de la bomba de inyeccidn.

4.1.2 Diseiio soporte sensor RGB

Dado que la funcion del sensor de color RGB es la de detectar el pH del medio de cultivo
presente en la placa Petri a partir del color que exhibe el mismo, éste debe poder trabajar dentro del
incubador y ademas requiere de algun soporte que lo mantenga cerca de la placa para poder iluminar
adecuadamente y obtener la medida.

Por ello, en primer lugar se implemento6 un soporte que permite apoyar en €él, a modo de mini-
mesa, la placa Petri. Por una parte, este soporte debe ser de un material resistente a la temperatura del
incubador y por otra parte, debe ser transparente para que la luz procedente del LED del sensor pueda
atravesarlo y alcanzar la base de la placa Petri. Es por esto que para cumplir con las especificaciones
requeridas, se utilizd una placa transparente de polimetacrilato a la que se le coloco un separador
hexagonal en cada una de sus cuatro esquinas para obtener el soporte deseado (véase Figura 17).

Figura 17. Fotografia del soporte para la placa Petri.

En segundo lugar se desarrolld un soporte que permite sostener el sensor de color de manera
levadiza dentro del incubador, mantenerlo cerca de la placa y a su vez fijo siempre en la misma
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posicion para asegurar que las medidas se realicen siempre en las mismas condiciones. Este soporte se
disefi6, al igual que las piezas de la bomba de inyeccion, con la ayuda del modelador FreeCAD y
posteriormente se fabrico mediante impresion 3D utilizando también un plastico resistente a la
temperatura del incubador como es el PLA.

Como se muestra en la Figura 18 y la Figura 19, este soporte se basa en una especie de pinza.
En su extremo inferior, presenta un hueco cuadrado para colocar el sensor de color y dentro del hueco
un agujero por donde salen las conexiones del sensor. En su extremo superior, tiene una delimitacion
en forma circular para encajar la placa y que la luz del sensor incida siempre en el mismo sitio al
realizar las medidas.

Figura 18. Diseiio 3D del soporte para el sensor de color RGB.

Figura 19. Fotografia del soporte para el sensor de color RGB.

De esta manera, la pinza se encaja en la lamina de polimetacrilato a través de uno de sus
extremos como ilustra la Figura 20.
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4.1.3 Diseiio electronico

Una vez se implementd la bomba de inyeccion y se colocd el sensor de color RGB en su
correspondiente soporte, se realizo la soldadura y conexion de los distintos componentes electronicos
que conforman el sistema. Como muestra la Figura 21, la electronica del sistema esta formada por una
combinacion de elementos electronicos que interactian entre si de forma coordinada con el fin de
realizar el intercambio del medio de cultivo y con ello mantener las condiciones 6ptimas de cultivo,
con un nivel de pH, nutrientes, etc. que aseguren la viabilidad celular.

Zigbee Fuente de
I alimentacion
Microcontrolador
)
Relé Driver
motor
v b
Sensor Sensores Motor de Motor paso
RGB Hall continua a paso

Figura 21. Diagrama de bloques del mddulo electrénico del sistema. Se representan las
diferentes entradas (sensores y Xbee) y salidas del microcontrolador (relé, driver
motor y Xbee), (imagen propia).
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Por una parte, todo el sistema de control permanece alimentado por una fuente de
alimentacion que proporciona 12 V a partir de la red eléctrica de 220 V. Por ello, se incorporé un
interruptor que permite abrir el circuito de conexion a la red cuando no se requiera su uso, asi como un
fusible de proteccion.

Por otra parte, el sistema cuenta con un microcontrolador. Este es el encargado de recibir
continuamente la lectura del sensor de color y en funcién de la misma, ordenar la activacion de los
actuadores: el motor DC que mueve la bomba peristaltica y el motor paso a paso que mueve la bomba
de inyeccion. Ademas, el motor paso a paso se controla con un driver y el motor DC con un relé.
También recibe la informacion procedente de los sensores de efecto Hall.

Por ultimo, el sistema se comunica inalambricamente con el ordenador gracias a la creacion de
una red entre dos Xbee, el XBee maestro conectado al puerto serie del PC y el XBee esclavo
conectado al puerto serie del microcontrolador.

Todo el conjunto de componentes electronicos se ensambld en una caja de plastico ABS
especialmente disefiada para instrumentacion de laboratorio (véase Figura 22) con el objetivo de
asegurar una mayor movilidad e independencia del equipo, asi como seguridad y robustez. Ademas se
incorpord un conector especial para la alimentacion de red y dos conectores DB9: uno macho-macho
para conectar la bomba de inyeccion y otro hembra-hembra para conectar el sensor de color RGB, de
manera que se eviten posibles confusiones de conexion.

Fuentede [
! alimentacion

Relé ORI VT

Bomba

peristaltica Zigbee Microcontrolador

y driver

Figura 22. Fotografia del montaje de la circuiteria electrdénica en la
caja de plastico ABS.

4.1.3.1 Microcontrolador

Como se ha comentado anteriormente, el sistema de control de pH cuenta con un
microcontrolador que actiia como controlador y regulador de todo el procedimiento, es decir, que
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recopila la informacion procedente de todos los sensores, da ordenes al driver y al relé cuando es
necesario y se comunica inaldmbricamente con el usuario.

Entre las diferentes opciones de microcontroladores que ofrece el mercado, se opt6 por utilizar
un microcontrolador de la familia Arduino, y en concreto el microcontrolador Arduino Uno (véase
Figura 23).

Figura 23. Arduino Uno.

La principal caracteristica de Arduino Uno es que su unidad de procesamiento consiste en el
microcontrolador ATmega328P. Ademas, Arduino Uno presenta otras especificaciones técnicas
relevantes para el presente trabajo, las cuales aparecen resumidas en la Tabla 3.

Tabla 3. Especificaciones técnicas de la placa Arduino Uno.

Especificacion Valor

Voltaje de operacion 5V
Voltaje de entrada recomendado 7-12V
Voltaje de entrada limite 6-20 V
Pines digitales E/S 14 (6 de ellos con salida PWM)
Pines de entrada analogicos 6

Corriente suministrada a cada pin 20 mA
Corriente suministrada al pin 3.3V 50 mA
Memoria Flash 32 KB

SRAM 2 KB

EEPROM 1 KB
Frecuencia de reloj 16 MHz
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Arduino Uno puede alimentarse a través del USB (Unicamente aporta 5V) o a través de
alimentacion externa (puede aportar entre 7-12V). Como alimentacidén externa se puede usar una
bateria conectada a los pines GND y Vin de la placa o bien un adaptador AC/DC conectado al jack de
la placa. En el caso de utilizar alimentacidon externa, la placa dispone de un regulador que toma la
tension de entrada de entre 7-12V y genera una tension de 5V para alimentar el microcontrolador.
Ademas, la placa también dispone de un pin que proporciona 5V y sirve para alimentar al resto de
elementos externos al Arduino Uno que necesiten ser alimentados a 5V.

Como parte del sistema de control de pH trabaja dentro del incubador, no es viable alimentar a
Arduino a través del USB, por lo que se utilizé una fuente de alimentacion externa conectada a los
pines GND y Vin que alimenta continuamente a todo el sistema independientemente de si éste esta
conectado al cable de USB o no.

Por otra parte, Arduino Uno dispone de un total de 14 pines digitales que pueden actuar como
entrada o como salida. Entre ellos, hay algunos que presentan funciones adicionales, siendo las mas
relevantes por haber hecho uso de ellas en el presente trabajo las siguientes:

e Pines 0y 1. El pin 0 se utiliza para recibir (RX) y el pin 1 se utiliza para transmitir (TX) datos
a través del puerto UART de comunicaciones serie.

De los 6 pines de entrada analdgica, hay dos que poseen una funcion adicional, las cuales resultan
esenciales en el presente trabajo:

o TWI (Two Wire Interface): pines A4 (SDA) y AS (SCL). Permiten establecer una
comunicacion serie a través del bus I°C.

Por tanto, la razon por la que se utilizd6 Arduino Uno en el presente proyecto es porque sus
especificaciones resultan suficientes para cubrir perfectamente y en su totalidad las necesidades
exigidas por el mismo:

e Dispone de dos entradas analdgicas (pin A4 o SDA y pin A5 o SCL) para la comunicacion a
través del bus I°C con el sensor de color RGB y el driver motor.

e Dispone de cuatro salidas digitales para el control de la intensidad del LED del sensor de
color, los sensores de efecto Hall y el relé.

e Posee un puerto UART de comunicaciones serial para comunicarse con el PC a través de un
XBee.

e El microcontrolador empleado dispone de capacidad de procesamiento suficiente para llevar a
cabo las tareas.

e Permite incorporar Shields de forma sencilla, lo que resultd util en el presente trabajo para
incorporar la Shield que controla el motor paso a paso.

Ademas, Arduino Uno es capaz de cumplir todos estos requisitos pero de manera mas econdmica
que otros modelos de Arduino, como puede ser el Arduino Mega.
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Por ultimo, el microcontrolador recibe las siguientes érdenes por parte del usuario a través del
PC:

Seleccion del modo de funcionamiento (manual o automatico).

Activacion de las bombas para la extraccion y posterior inyeccion de medio de cultivo.
Configuracion de la cantidad de volumen a inyectar y sentido de funcionamiento de la bomba.
Detencion de las bombas.

Reseteo de la bomba de inyeccion a su posicion inicial.

Medida del pH del medio.

Calibracion del sensor de pH.

Seleccion del nivel de pH al cual se desea retirar el medio.

VVVVVYVYVYYVYYVY

Asi mismo, el microcontrolador envia diferentes tramas al PC que contienen la lectura de pH a
partir de los niveles de RGB medidos por el sensor, ademas de informacion adicional sobre el estado
del sistema (nivel de volumen restante, posicion de la jeringa, etc.).

4.1.3.2 Driver Stepper Motor

Para el control del motor paso a paso modelo Nema 17, el cual es el encargado de mover la
jeringa de la bomba de inyeccion, se utilizo el MotorShield v2 de Adafruit. El lugar de conexion del
motor aparece marcado en rojo en la Figura 24.
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Figura 24. MotorShield v2 (Adafruit).

Esta Shield permite controlar en total 4 motores DC 6 2 motores paso a paso, o bien un motor
paso a paso y hasta 2 motores DC. Ademas, presenta la ventaja con respecto a la version anterior de
que en lugar de un chip L293D, emplea un MOSFET TB6612 con una capacidad de 1.2 A de corriente
por canal que permite mover motores de entre 4.5 V a 13.5 V de continua. También incluye un chip
generador de PWM propio, caracteristica que permite no hacer uso de los pines PWM de Arduino.
Este chip maneja todos los motores y controla su velocidad a través del bus I’C. Por tanto, todo el
conjunto se controla inicamente a través de los pines 4 (SDA) y 5 (SCL) de Arduino.

29



Prototipo de biorreactor con sistema de intercambio de medios de cultivo
METODOLOGI{A

4.1.3.3 Sensores de efecto Hall

El mecanismo de la bomba de inyeccion empuja el émbolo de la jeringa en un sentido y en
otro gracias al movimiento de la pieza movil a través de las barras metalicas y el giro de la varilla
roscada proporcionado por el motor paso a paso. Sin embargo, este recorrido debe detenerse al llegar a
cada uno de los extremos de la pieza central, para evitar que la varilla continie girando sin poder
avanzar y el motor se dafie.

Es por este motivo que se coloco un sensor magnético, en concreto un sensor de efecto Hall
A3144 como el de la Figura 25, en cada uno de los extremos de la pieza central para detectar la
posicion de la pieza mévil en todo momento y poder detener el motor cuando ésta alcance cualquiera
de los dos extremos. Ademas, se colocaron varios imanes de neodimio en la pieza movil para generar
el deseado efecto Hall.

r 2
Figura 25. Sensor de efecto Hall A3144.

Los sensores de efecto Hall estan formados por una pieza rectangular de material
semiconductor (tipo p) como por ejemplo arsénico de galio (GaAs), antimonio de indio (InSb) o
arsénico de indio (InAs), a través de la cual circula corriente. Asi, cuando el sensor entra en contacto
con un campo magnético, el flujo magnético ejerce una fuerza en el material (fuerza de Lorentz) que
hace que los portadores de carga se desplacen a ambos lados de la placa de semiconductor (véase
Figura 26). Este movimiento de cargas genera una diferencia de potencial (potencial de Hall, Vy) entre
ambos lados de la placa de semiconductor.
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Figura 26. Principio de funcionamiento del efecto Hall. Se observa como la presencia de
un campo magnético genera una distribucion de las cargas y la aparicién de un
potencial.

Luego, este potencial es directamente proporcional a la magnitud del campo magnético y
puede ser muy pequefio (del orden de mV), por lo que la mayoria de sensores comerciales incorporan
amplificadores, circuitos de conmutacion logica y reguladores de voltaje para mejorar la sensibilidad,
histéresis y sefial de salida del sensor.

Existen sensores de efecto Hall de salida analogica o digital. Los de salida analogica
proporcionan una sefial de voltaje continua que aumenta conforme el campo magnético es mas intenso
y disminuye conforme el campo magnético es mas débil. Los de salida digital disponen de un trigger
de manera que cuando el flujo magnético supera un determinado valor umbral de salida, el sensor pasa
de un estado “OFF” a un estado “ON”. Luego la salida de estos sensores unicamente cuenta con dos
estados, “ON” y “OFF”, y son este tipo de sensores los que se emplearon en el presente proyecto.
Ademas, los sensores digitales pueden ser unipolares (switch) o bipolares (latch). En el caso de los
bipolares, el estado “ON” se consigue con un campo magnético positivo (polaridad sur) y el estado
“OFF” con un campo magnético negativo (polaridad norte). En el caso de los unipolares, estos
sensores Unicamente necesitan un campo magnético con una sola polaridad: el estado “ON” se alcanza
cuando el campo magnético aumenta hasta superar el umbral de activacion (Bgp) y el estado “OFF” se
alcanza cuando el campo magnético disminuye por debajo del umbral de inactivacién (Bgp). Estos
ultimos son el tipo de sensores Hall que se emplearon en el presente proyecto.

La Figura 27 muestra el esquema eléctrico del sensor de efecto Hall A3144 y en el Anexo I

aparece detallada la conexion de ambos sensores a la placa de Arduino Uno. Este se alimenté a 5 V' y
se conecto su salida a un pin digital de Arduino.
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Figura 27. Esquema eléctrico del sensor de efecto Hall A3144.

Cabe destacar que se emplearon sensores magnéticos en lugar de sensores mecanicos (un final
de carrera por ejemplo) porque ademas de ser mas econdomicos, presentan claras ventajas frente a
éstos: son de tamafio mucho mas reducido, son mas fiables y robustos, evitan el rebote eléctrico y
pueden trabajar bajo condiciones extremas (pues son inmunes a las vibraciones, polvo o agua) debido
a que toda su electronica permanece sellada.

4.1.3.4 Sensor de color RGB

Entre los requisitos que debe cumplir la técnica empleada para la medicion del pH del medio
de cultivo se encuentra el hecho de que ésta debe tener un tamafio reducido para permitir realizar la
medida dentro del incubador y a su vez que la medida pueda realizarse de manera automatica. Es por
esto que técnicas ya implantadas y comercializadas como es el electrodo de pH no resultan adecuadas
para realizar la medida, ya que posee un gran tamafio (incompatible con el incubador), necesita estar
inmerso en el medio de cultivo para obtener la medida y requiere de una manipulacién manual. El
resto de técnicas mas innovadoras (sensores ISFET, fibra optica, etc.) se adaptan a las necesidades de
tamafio pero tienen un coste econdomico excesivo para las necesidades del proyecto.

Por lo que finalmente, para la medicion del pH del medio de cultivo se optd por emplear una
técnica basada en métodos opticos. En concreto se utilizé un sensor optico, el cual no mide de forma
directa el pH, sino que lo que detecta es la intensidad de las componentes de color RGB del medio de
cultivo generada tras iluminar la muestra con luz LED blanca. De esta manera, en funcion de la
misma, a partir de unas curvas de calibracion, el sistema realiza una estimacion del pH. El sensor que
se empled fue un TCS34725, de la marca Adafruit (véase Figura 28), cuyas conexiones a Arduino Uno
aparecen detalladas en el Anexo L.
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Figura 28. Sensor de color TCS34725.

Como se puede observar en la Figura 29, este sensor incorpora un array 3x4 de fotodiodos, el
cual estd formado por fotodiodos con filtro de color rojo, fotodiodos con filtro de color verde,
fotodiodos con filtro de color azul y fotodiodos sin filtro para extraer las tres componentes RGB.
Ademas, estos fotodiodos disponen de un filtro que bloquea la componente espectral infrarroja (IR), lo
que permite una medida mucho mas precisa de la intensidad de color. Por otra parte, el sensor cuenta
con cuatro convertidores analdgico-digital (ADC) que convierten simultineamente la intensidad (ya
amplificada) recogida en el fotodiodo en un nimero digital de 16 bits. Por tltimo, para asegurar la
integridad de los datos obtenidos, éstos son transferidos a un registro de datos y la comunicacion con
el microcontrolador se realiza a través del bus serie I°C (pines 4 6 SDA y 5 6 SCL de Arduino Uno).
También dispone de un pin para generar interrupciones (pin INT) y un pin que permite regular la
intensidad del LED (pin LED).

Wait Control _" INT
v IR-Blocking
“ RGBC Control Upper Limit «
o | SCL
Q
T Clear ADC | Clear Data @
| PR :
Red ADC | Red Data wer —mi | E
Red "l o
= Green ADC | Green Data b <
Green <4+1» SDA
= Blue ADC | Blue Data >

Q Blue

GNDF L

Figura 29. Diagrama de bloques funcional del sensor de color TCS34725.

4.1.3.5 Bomba peristidltica

Para extraer el medio de cultivo en malas condiciones de la placa Petri y posteriormente
depositarlo en un contenedor de residuos, se utilizé una bomba peristaltica lo suficientemente potente
para ejercer dicha tarea. Esta bomba cuenta con un tubo flexible de plastico (una parte de entrada y
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otra parte de salida) y un motor que hace girar unos rodillos, los cuales van comprimiendo
progresivamente el tubo en sentido rotatorio y empujando el liquido a través de él sin entrar en
contacto en ninglin momento con partes mecanicas de la bomba, generando un flujo pulsatil.

La bomba peristaltica que se empled (véase Figura 30) posee un motor de 12 V de continua y
5 W de potencia.

oC 7

V)

<L

-’

/4

Figura 30. Bomba peristaltica 12V.

4.1.3.6 Relé

Para el control de la bomba peristaltica se empled el relé de 5V de 1 canal que se muestra en la
Figura 31, basado en un interruptor que permite conmutar grandes picos de tension o intensidad. Se
utiliz6 con el objetivo de aislar el circuito de potencia del de control puesto que el arranque de la
bomba a partir del driver ocasionaba problemas de ruido. Su conexiéon a Arduino Uno aparece
detallada en el Anexo L.

Figura 31. Relé 5V de 1 canal.

4.1.3.7 Comunicacion inalambrica

Por ultimo, para establecer la comunicacion entre el sistema de control y el PC/usuario se
implemento6 una red de comunicacion inalambrica con el objetivo de eliminar cableado molesto en el
laboratorio, puesto que el modulo de control de pH trabaja dentro del incubador y no es viable una
comunicacion con el PC a través del puerto USB. Esta se basa en el protocolo ZigBee, el cual dispone
de ciertas ventajas con respecto a otras redes inalambricas como Bluetooth: es mas sencillo de utilizar,
mas econdémico y presenta un consumo eléctrico menor. Sin embargo, su velocidad de transmision es
mucho menor que otras redes, pero suficiente para las necesidades del presente proyecto.
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El modelo de ZigBee utilizado fue el 4214A (véase Figura 32). Para crear la red de
comunicacion de este sistema se necesitaron dos médulos XBee, uno maestro y otro esclavo. Cada
XBee tuvo que ser previamente programado con una configuracion diferente para que realizase su
papel dentro de la red de comunicacion. Dicha programacion puede realizarse a través de la consola
del puerto serie utilizando comandos AT, o bien a través del programa llamado X-CTU que permite
configurar los XBee de forma sencilla, razon por la cual en el presente trabajo se empled esta ultima
opcion.

Figura 32. Mddulo Zigbee.

Una vez programados, el XBee maestro se mantiene conectado al PC a través de un cable
USB creando un puerto serie virtual entre el PC y el XBee. Al mismo tiempo, el XBee aprendiz
establece una conexion tipo UART a través de los pines 0 (Rx) y 1 (Tx) con el microcontrolador, la
cual aparece detallada en el Anexo I.

4.1.3.8 Sistema completo

Finalmente, el resultado del equipo obtenido tras el montaje de los distintos modulos es el que
se muestra en la Figura 33.

Figura 33. Fotografia del biorreactor desarrollado. Se muestra la bomba de inyecciéon y la
bomba peristaltica, el médulo de monitorizacion de pH y la electrénica ensamblada en la caja de
plastico ABS.
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4.2 Control electronico del biorreactor

Una vez realizadas las conexiones de los distintos elementos al microcontrolador, se procedio
a realizar la programacion del mismo (véase Anexo II) con el objetivo de hacer funcionar por un lado
cada uno de los modulos del sistema de manera independiente y por otro lado, de comunicar los
diferentes componentes electronicos entre si para que dichos modulos puedan trabajar de forma
coordinada y sinérgica.

La Figura 34 muestra el flujo de trabajo general del sistema. El c6digo se programé para que
el sistema pueda trabajar tanto de manera manual como de manera automadtica, segun las preferencias
del usuario.

Medir pH

l Esperar

¢pH < pH limite?

Js

Extraer
medio de
cultivo

¢Placa vacfa?

Inyectar
medio de
cultivo

Figura 34. Flujograma general del sistema. El biorreactor va tomando lecturas del pH del medio y
cuando éste es menor que un determinado pH limite (el éptimo de cultivo), el sistema de
intercambio de medio se pone a funcionar retirando el medio con la bomba peristaltica e
introduciendo el nuevo medio con la bomba de inyeccion. Una vez realizado el cambio el ciclo
vuelve a repetirse. (imagen propia)

4.2.1 Modo de funcionamiento manual
Cuando el sistema trabaja en modo manual, el usuario es el encargado de obtener cada cierto
periodo de tiempo que considere oportuno las medidas de pH enviando de forma manual érdenes al

microcontrolador, con el objetivo de ir monitorizando el estado del medio y decidir si debe enviar la
orden de retirada de medio e incorporaciéon de uno nuevo.
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4.2.1.1 Control bomba de inyeccion

El microcontrolador envia tres 6érdenes al driver motor cada vez que recibe por el puerto serie
la trama asociada a cada una de ellas. Por una parte, a través de las funciones inicializarMotor() y
moverMotor() (definidas en el bloque “Motor” del codigo presente en el Anexo II), el
microcontrolador inicializa el motor paso a paso que mueve el émbolo de la jeringa de la bomba de
inyeccion indicando la cantidad de pasos y en qué sentido debe realizarlos para introducir la cantidad
de volumen deseada. Por otra parte, por medio de la funcién pararMotor() (definida en el bloque
“Motor” del codigo presente en el Anexo II), el microcontrolador detiene el motor y la jeringa deja de
inyectar volumen. Finalmente, con la funcion resetearMotor() (definida en el bloque “Motor” del
codigo presente en el Anexo II), el microcontrolador ordena al motor que se mueva en sentido inverso
la cantidad de pasos necesarios para llevar la pieza moévil a la posicion inicial. Esta tltima se ejecuta
en el caso de que el liquido de la jeringa se haya agotado porque el émbolo ha llegado a su tope y ésta
tiene que ser rellenada y colocada de nuevo en la bomba.

Ademas, el microcontrolador recibe continuamente el estado de los dos sensores de efecto
Hall. Cuando alguno de los dos se encuentra en estado bajo, éste ordena al motor que se detenga, para
evitar que éste se dafe al seguir girando una vez la pieza moévil que empuja al émbolo ha llegado a su
tope. Por el contrario, siempre que se encuentren en estado alto, el microcontrolador permite que
funcione el motor y el émbolo se mueva.

4.2.1.2 Control sensor de color RGB

El LED del sensor de color RGB se mantiene por defecto apagado (para evitar posibles dafios
en las células) y unicamente se enciende cuando el microcontrolador recibe por el puerto serie la trama
asociada a la lectura de pH del medio. Asi, el sensor realiza la medida a través de la funcion leer rgb()
(definida en el bloque “Sensor RGB” del codigo presente en el Anexo II).

Por otra parte, el sensor de color RGB también proporciona una lectura del color que presenta
el medio. Esta se realiza a través de la funcién color() (definida en el bloque “Color” del codigo
presente en el Anexo II) cada vez que el microcontrolador recibe por el puerto serie la trama asociada
a dicha funcion. Esta funcion realiza una normalizacion a la componente RGB mayor, convirtiendo los
valores obtenidos para cada componente de color a un valor comprendido entre 0 y 1 (donde O se
corresponde con la minima intensidad de dicha componente y 1 la maxima).

Ademas, el sensor se calibra a través de la funcion calibracion() (definida en el bloque
“Sensor RGB” del codigo presente en el Anexo II) cuando el microcontrolador recibe por el puerto
serie la trama asociada a dicha funcion. Los valores de calibracion permanecen guardados por defecto
en la EEPROM del microcontrolador.

4.2.1.3 Control bomba peristaltica

El microcontrolador envia dos o6rdenes a la bomba peristaltica cada vez que recibe por el
puerto serie la trama asociada a cada una de ellas. Por una parte, el microcontrolador a través de la
funcion bombaMan() (definida en el bloque “Peristéaltica” del codigo presente en el Anexo II), pone en
estado alto la salida del relé haciendo que se active el motor de continua que mueve la bomba
peristaltica. Por el contrario, a través de la funcion stopBomba() (definida en el bloque “Peristaltica”
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del coédigo presente en el Anexo II), el microcontrolador pone en estado bajo la salida del relé
haciendo que se detenga el motor de continua y que la bomba deje de extraer medio.

4.2.2 Modo de funcionamiento automatico

Con el objetivo de que las distintas funciones anteriormente definidas se ejecuten de forma
automatica (sin la intervencion del usuario) se programaron una serie de temporizaciones (definidas en
el bloque “Temporizaciones” del codigo presente en el Anexo II).

De esta manera, cuando transcurre un tiempo determinado, el microcontrolador ejecuta la
funcién temporizacion(), la cual llama a la funcion leer _rgb(), que toma una medida del pH. Tras un
tiempo en el que se han tomado una serie de medidas de pH, el microcontrolador ejecuta la funcion
temporizacion3(), la cual compara la media de los pH medidos con un pH limite (por debajo del cual
se debe cambiar el medio). Si el pH esta por encima, se sigue ejecutando la funciéon temporizacion()
una vez pasado el tiempo correspondiente, pero por el contrario, si el pH estd por debajo, el
microcontrolador ejecuta la funcion bomba() (definida en el bloque “Peristaltica” del codigo presente
en el Anexo II) que activa la bomba peristaltica durante un tiempo definido por la temporizacion2()
para retirar el medio de cultivo. Transcurrido este tiempo, se ejecuta la funcién inicializarMotor() que
activa la bomba de inyeccion para administrar el nuevo medio a continuacion.

Por otra parte, cada cierto tiempo definido por la temporizacion4(), se ejecuta la funcion
enviarDatos() (definida en el bloque “Comunicaciéon” del cdédigo presente en el Anexo II) y el
microcontrolador envia al PC a través del puerto serie de comunicaciones los siguientes datos para que
se muestren en la interfaz grafica de usuario: nivel de pH medido, volumen restante en la jeringa,
posicion de la bomba y valor de los componentes RGB de color del medio.

4.2.3 Interfaz grafica de usuario

Una vez programado el microcontrolador del sistema, para garantizar la usabilidad del equipo
se disefio y programo una interfaz grafica de usuario, un GUIDE en MATLAB®, con el objetivo de
que el usuario pueda, a través del PC, monitorizar las diferentes magnitudes (pH, volumen, etc.) y
enviar las o6rdenes de funcionamiento necesarias al sistema de la manera mas sencilla e intuitiva
posible.

En la Figura 35 se muestra la interfaz grafica de usuario en una situacion inicial de partida.
Como se puede observar, estd dividida en siete paneles o secciones: la seccion Serial Configuration
para configurar la comunicacién, la seccion Operating Mode para seleccionar el modo de
funcionamiento del sistema, la seccion Automatic Control para establecer los parametros requeridos en
el modo automatico, la seccion Sensor Control Panel para configurar el sensor de color RGB, la
seccion Pump 2 Control Panel para controlar la bomba peristaltica, la seccion Syringe Pump Control
Panel para controlar la bomba de inyeccion y la seccion pH Control Panel para la monitorizacion del
pH.
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Ademas, esta interfaz dispone de un panel de notificaciones en el que aparecen en rojo los
diferentes avisos importantes por parte del sistema y un panel que permite mostrar el color del medio
de cultivo, para una monitorizaciéon del pH mas visual.
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Figura 35. Interfaz grafica de usuario del sistema. En esta pueden observarse los diferentes paneles que
sirven para controlar el biorreactor. Aparece también la pantalla de notificaciones y de visualizacion
del color del medio. Ademas aparecen con letras de colores llamativos los botones mas importantes.

En primer lugar, la seccion Serial Configuration permite seleccionar el puerto serie (de entre
una lista que contiene todos los puertos abiertos) correspondiente al del Xbee maestro conectado al PC
con el objetivo de establecer la comunicacion con el microcontrolador del sistema. Por defecto se
emplea una velocidad de comunicacion de 9600 baudios, pero ésta es modificable. Por tanto, el primer
paso a realizar es seleccionar el puerto y pulsar el boton “Connect” para habilitar la comunicacion
(véase Figura 36).
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Baud
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Figura 36. Seccion Serial Configuration de la interfaz de usuario.
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Por defecto el modo de funcionamiento del sistema es manual, pero éste puede modificarse
siempre que se desee en el panel Operating Mode (véase Figura 37). Esta seccion permite seleccionar
un modo de funcionamiento automatico o bien, en el caso de ya estar trabajando el sistema en modo
automatico, volver al modo de funcionamiento manual. Ademas, esta seccidon dispone de una pestaia
desplegable que permite seleccionar el tipo de medio de cultivo del cual se estd midiendo el pH (pues
en funcién de uno u otro se tiene una curva de calibracion de pH distinta).

— Dperating Maode

Cuttural Medium,  ceject one.. -

AUTOMATIC MANUAL

Figura 37. Seccién Operating Mode de la interfaz de usuario.

Asi, en el caso de desear un modo de funcionamiento automatico del sistema, previamente
debe introducirse en el panel Automatic Control los parametros necesarios. Como se puede observar
en la Figura 38, se debe establecer la cantidad de volumen (en ml) de medio de cultivo que se desea
inyectar una vez vaciado el medio en malas condiciones, y las temporizaciones, es decir, cada cuanto
tiempo (en segundos) se quiere tomar una medida del pH y cuanto tiempo (en segundos) se desea que
la bomba peristaltica esté en marcha para extraer medio.

— Automatic Caontrol

— “olume — Times
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Pump2 e
set dluration: s | =6t

Figura 38. Seccién Automatic Control de la interfaz de usuario.

Por otra parte, en la seccion Sensor Control Panel se muestra por pantalla las componentes
RGB del medio de cultivo (valores entre 0 y 1) del cual se monitoriza el pH con el sensor de color.
Ademas, cuenta con un botoén que permite realizar en todo momento la calibracion del sensor de color
RGB (véase Figura 39).
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Figura 39. Seccidn Sensor Control Panel de la interfaz
de usuario.

La seccion Pump 2 Control Panel sirve para controlar la bomba peristaltica cuando el sistema
esta trabajando en modo manual. Esta bomba no requiere de la especificacion de ningun pardmetro,
simplemente cuando el usuario desee extraer el medio debe activar la bomba pulsando el boton RUN y
cuando haya extraido todo el medio debe detenerla pulsando el boton STOP (véase Figura 40). En el
caso de que el sistema trabaje en modo automatico, unicamente se debe especificar el tiempo que se
desea que esté funcionando para retirar todo el medio en el panel Automatic Control.

— Pump 2 Control Panel—

=
L}

STOP

Figura 40. Seccion Pump2 Control Panel de la interfaz
de usuario.

Por otro lado, para controlar la bomba de inyeccion cuando el sistema trabaja en modo manual
se utiliza la seccion Syringe Pump Control Panel. Como se muestra en la Figura 41, para el control de
la bomba es necesario indicar el volumen de medio que se desea inyectar. Por defecto el sentido de la
bomba, como es 1dgico, esta fijado hacia delante (Forward) empujando el émbolo pero también se
programé la opcidn de que pudiese funcionar en sentido contrario (Backward). Para activar la bomba
es necesario pulsar el boton RUN y para detenerla el boton STOP. Este panel cuenta con un tercer
boton, RESET, que sirve para desplazar la pieza mévil a su posicion inicial cuando el liquido de la
jeringa se haya agotado porque el émbolo ha llegado al final, con el objetivo de que ésta pueda ser
rellenada con medio y colocada de nuevo en la bomba. Por Gltimo, este panel también muestra la
cantidad de volumen (en ml) que va quedando en la jeringa conforme ésta se va vaciando, asi como su
posicion (en cm).
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@ Forward Pump Paosition: 0 CH
RESET
Backwsard

Figura 41. Seccion Syringe Pump Control Panel de la interfaz de usuario.

Asi, la Figura 42 muestra un ejemplo de la interfaz grafica cuando se inyectan 2 ml de medio
de cultivo (partiendo de la jeringa completamente llena, con 10 ml). Como se puede observar, el panel
muestra que la cantidad de volumen restante en la jeringa es de 8 ml y el panel de notificaciones avisa
de que la bomba estéd inyectando volumen en ese momento. Ademas, como informacién adicional el

panel muestra la posicion del émbolo de la jeringa en cm (sabiendo que la posicion inicial es 0 cm y la
posicion maxima alrededor de 5 cm).
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Digconnect and re-connect
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Remaining olume: 8

Pump Position: 1 cm
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— pH Control Panel

Medium Color

MEASURE

Exchange pH value
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Figura 42. [lustracion de la interfaz grafica en una situaciéon de inyeccién de volumen.
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Ademas, otro ejemplo de como queda la interfaz grafica cuando el liquido de la jeringuilla se
agota y la bomba debe resetearse para colocar la jeringuilla nuevamente rellena, aparece ilustrado en
la Figura 43. En ésta puede observarse que el volumen restante en ese momento en la jeringa es de 0
ml y la posicion del émbolo la maxima permitida, en este caso 5.13 cm. Por otra parte, el panel de
notificaciones advierte que la jeringa debe rellenarse.

-
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comM13 : 8
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Baud i i
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e Calibrate — -
Type commands in text field. Use Enter' to send, o Rellenar jeringuilla,
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component B:  0.484
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RESET

o |
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Exchange pH value

pH o
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tlediurm Colar

Figura 43. Ilustracion de la interfaz grafica en una situacion en la que el liquido se ha agotado y
ésta debe rellenarse.

Asimismo, la Figura 44 muestra lo que aparece en la interfaz grafica una vez que la bomba ha
sido reseteada y llevada a su posicion inicial. Como se puede observar el liquido restante es de 10 ml
(completamente llena) y la posicion de 0 cm. Ademads, el panel de notificaciones avisa de que la
bomba esta lista para usarse.
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Figura 44. [lustracion de la interfaz grafica en una situacion en la que la bomba se ha reseteado y
esta lista para ser usada.

Finalmente, la seccion pH Control Panel permite monitorizar continuamente el pH del medio
de cultivo presente en la placa en ambos modos de funcionamiento. Ademas, en el caso de que el
sistema trabaje en modo automatico, es necesario indicar a partir de qué nivel de pH (pH limite) la
bomba peristaltica debe ponerse en funcionamiento para extraer el medio y posteriormente la de
inyeccion para administrar el nuevo medio. Por el contrario, en el caso de que el sistema trabaje en
modo manual, para medir el pH es necesario pulsar el boton MEASURE (véase Figura 45).

— pH Contral Panel
— Exchange pH value
pH. 0
Set
MEASURE

Figura 45. Seccion pH Control Panel de la interfaz de
usuario.
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5. RESULTADOS
5.1 Curva de calibracion de volumen

Una vez terminado el montaje y la programacion de la bomba de inyeccion, se realizé una
calibracion de la misma con el objetivo de determinar el volumen entregado por la misma.

Para ello, en primer lugar se cont6 el nimero de pasos que realizaba el motor paso a paso para
conseguir que la pieza movil empujase el émbolo desde su posicion de llenado inicial de 10 ml
(méximo volumen admitido por la jeringuilla) hasta su posicion de vaciado completo. Una vez
conocido el niimero de pasos totales posibles que podia ejercer el motor (en este caso alrededor de
unos 8220), se obtuvo el volumen proporcionado por la bomba para ocho valores de pasos distintos
dentro de este rango. Asi, cada volumen obtenido se pesd en una microbalanza para medir con la
maxima precision posible a cuantos gramos equivalian dichos volimenes. De esta forma, y teniendo
en cuenta que 1 g equivale a 1 ml, se obtuvo la Tabla 4 presente en el Anexo III.

A continuacion, la Figura 46 muestra el ajuste lineal calculado con los datos de volumen y
pasos obtenidos.

Curva de calibracion volumen vs. pasos

10 1

9 -

g - y = 0,0012x - 0,0239
R2=0,9991

7 -

Volumen (ml)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Pasos

Figura 46. Curva de calibracién de volumen de la bomba de inyeccién. En el eje X se representa
el nimero de pasos del motor paso a paso y en el eje Y el volumen en ml. Se observa una R?
practicamente igual a 1, muestra de que la curva ajusta muy bien a los datos.
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De esta manera, la ecuacion de la recta obtenida permitid conocer cuantos pasos debia
moverse el motor para proporcionar el volumen deseado por el usuario. Por tanto, cada vez que el
microcontrolador recibe una trama que indique un nuevo valor de volumen a inyectar, éste calcula el
numero de pasos necesarios para ello a partir de la ecuacion 1.

Volumen+0.0239
Pasos = 1)
0.0012

5.2 Curva de calibracion de pH

Como se ha comentado en el Capitulo 4 de Metodologia, el sensor de color no detecta
directamente el nivel de pH, sino las componentes de color RGB del medio de cultivo expresadas en
un nimero entero decimal contenido en 16 bits. Por tanto, en el presente proyecto se llevod a cabo una
estimacion del pH a partir de los valores RGB obtenidos con el sensor.

Para ello, en primer lugar se cubrieron todas las zonas de la lamina de metacrilato con cinta
aislante excepto la zona donde va encajada la placa Petri, la cual se cubrié con una pequefia caja
blanca (para que no influyese el color) con el fin de que entrase la menor luz ambiental posible y asi
reducir al maximo las interferencias causadas por ésta. De igual manera, todo el sistema de medida se
cubrid con una segunda caja para aislar ain mas la zona. Luego todas las medidas se realizaron bajo
estas mismas condiciones.

En segundo lugar, se prepararon cinco pocillos con medio de cultivo DMEM, cada uno de los
cuales con un pH, y por tanto color exhibido por el indicador rojo fenol, distinto (véase Figura 47).
Esto se realizo a partir de un Unico bote de DMEM, al cual se le fue afiadiendo NaOH diluido para
alcalinizarlo o HCI para acidificarlo, con el objetivo de alcanzar de manera “artificial” el nivel de pH
deseado, el cual se fue comprobando con un pHimetro. De esta forma se consiguio disponer de cinco
muestras con pH diferentes (pH=6, pH=6.5, pH=7, pH=7.5 y pH=8) dentro del rango donde interesaba
monitorizar el pH.

Figura 47. Cambio de color que exhibe el indicador rojo fenol para los distintos pH. Este
presenta color fucsia para pH=8, color rojo para pH=7.5, color naranja para pH=7, color
anaranjado para pH=6.5 y color amarillo para pH=6.
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A continuacion, se tomaron 4 medidas cada 10 minutos para cada uno de los pocillos. Todo el
procedimiento anteriormente descrito se repitid durante otros dos dias, con el fin de contemplar la
posible variabilidad introducida en las medidas por los cambios de luz o de paso del tiempo.
Finalmente, se obtuvieron un total de 12 medidas RGB para cada pocillo.

Una vez realizadas todas las medidas, para obtener una distribucion del conjunto de datos para
los distintos pH y comprobar si existia algiin valor atipico, se represent6é un Boxplot multiple, como se
puede observar en la Figura 48.

DMEM-componente R A) DMEM-componente G B)
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4500 | =
4400 |
@
4300
L
4200 1L i 1
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Figura 48. Boxplot multiple de los valores obtenidos para las componentes RGB del medio DMEM. Se
muestra la distribucion de las componentes R para los diferentes niveles de pH (A), la distribuciéon
de las componentes G para los diferentes niveles de pH (B), la distribuciéon de las componentes B
para los diferentes niveles de pH (C).

A la vista de las graficas obtenidas, se dedujo que tomar como referencia las componentes roja
(R) o azul (B) para realizar una estimacion del pH del medio no era una técnica adecuada puesto que
éstas no seguian un patrén de evolucion claro a lo largo de los diferentes pH y ademas se apreciaba
una gran variabilidad en los datos (el 50% de los datos se encontraban ampliamente distribuidos en
todos los casos). Sin embargo, en los datos obtenidos de la componente verde (G) si que se observo
una tendencia bastante clara de evolucion, representada por un aumento en la componente G conforme

47



Prototipo de biorreactor con sistema de intercambio de medios de cultivo

RESULTADOS

el nivel de pH disminuia y una disminucion en la componente G conforme el nivel de pH aumentaba,
asi como una baja variabilidad en los datos obtenidos para cada pH.

Por tanto, para realizar la estimacion del pH del medio se decidio basarse en la componente G
del color del medio proporcionada por el sensor. Asi, como se muestra en la Figura 49, se realizé un
ajuste lineal de los datos obtenidos con el objetivo de obtener una relacion entre la componente G
medida y el pH del medio.

DMEM - componente G

6400 1

'

6300 1
& & y = -255,03x + 7753,2
R2=0,81679

6200

6100 1

6000 1

5900 1

5800 1

5700 1

5600 1

5500 ' ' ' ' ' ' ' r r
6 6,2 6,4 6,6 6,8 7 7,2 7,4 7.6 7.8 8

pH
Figura 49. Curva de calibracién del pH en funcion de la componente G del color exhibido por el
medio DMEM. En el eje X se representa el nivel de pH dentro del rango 6-8 y en el eje Y se
representa la componente verde (G) del medio. Se observa una R2 muy cercana a 1, muestra de que
se trata de un buen ajuste.

De esta manera, a partir del valor de la componente G que proporciona el sensor al realizar
una medida sobre el medio de cultivo con un color determinado, el programa calcula el valor de pH
del medio aplicando la ecuacion 2 dada por el ajuste lineal calculado de la siguiente manera:

7 G—7753.2

pH = —255.03 @
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5.3 Estudio comparativo con sistema de medida de pH estandar

Para la validacion y evaluacion de la calidad y exactitud del mdédulo de medida de pH
desarrollado en el presente proyecto se realizo un analisis del error obtenido tras realizar 8 medidas del
pH con el sistema objeto de estudio (pH experimental) sobre cinco pocillos con pH (pH=6, pH=6.5,
pH=7, pH=7.5, pH=8), y por tanto colores distintos, con respecto a las medidas obtenidas sobre los
mismos pocillos con un sistema estandar de medida, un pHimetro (pH referencia). Las medidas que se
obtuvieron para los diferentes pH y el error absoluto de cada medida se muestran en la Tabla 5 del
Anexo III. Asimismo, la Tabla 6 del Anexo III muestra el error absoluto medio en valor absoluto y la
desviacion tipica de las medidas que se obtuvieron para cada nivel de pH.

En primer lugar, con el fin de poner de manifiesto la frecuencia de dicho error absoluto y
observar si los datos obtenidos procedian de una distribucién normal (media igual a 0) se represento el
histograma de la Figura 50. A la vista del mismo se demostré6 que los datos no seguian una
distribucién normal sino que la media de los mismos se encontraba ligeramente desplazada hacia
valores negativos con una frecuencia predominante de entorno a -0.2.

Histograma error absoluto
14 I I I I I I I I I

12

10

Frecuencia

-8.5 -0.4 0.3 0.2 0.1 0 0.1 02 0.3 0.4 0.5
Error absoluto

Figura 50. Histograma de los errores absolutos para cada medida. En el eje X se representa el error
absoluto obtenido para las distintas medidas y en el eje Y la frecuencia con que se comete.

Por otra parte, como se puede observar en el boxplot multiple representado en la Figura 51,
donde se obtuvo una menor disparidad en las medidas de pH y por tanto una menor variabilidad en el
error fue para el caso de pH=7.5. Por el contrario, donde se obtuvo una mayor disparidad en las
medidas y por tanto una mayor variabilidad en el error fue para el caso de pH=7. Sin embargo, en el
primer caso, los errores estuvieron concentrados todos en valores mayores y en el segundo caso
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existian mas errores cercanos a (. Ademas, este grafico evidencio que existian diferencias en el error
obtenido para los distintos grupos de pH. Asi, el error obtenido fue mayoritariamente negativo para
todos los niveles de pH (el sistema proporcionaba un valor de pH ligeramente superior al real) excepto
para pH=6.5, donde el error obtenido fue mayoritariamente positivo (el sistema proporcionaba un
valor de pH ligeramente inferior al real).

Para demostrar si estas diferencias podian considerarse estadisticamente significativas se
realizé una prueba t de Student no pareada. Este test parte de la hipotesis (hipotesis nula) de que el
error de las dos poblaciones comparadas es el mismo (misma media), frente a la alternativa de que no
lo es. De esta manera, se demostrd que no existian diferencias estadisticamente significativas entre las
distintas poblaciones de pH. Por el contrario, la poblacion de pH=6.5 fue la tinica que si presento
diferencias estadisticamente significativas con el resto de poblaciones (p-value<0.05).

Ademas, con el objetivo de evaluar la exactitud del sistema bajo estudio con respecto a la de
un sistema estindar de medida, para demostrar si el error proporcionado por el sistema era
significativamente distinto de 0 se realiz6 una prueba t de Student pareada. Este test no precisa que los
datos provengan de poblaciones normales y parte de la hipotesis de que el error es igual a 0 (hipotesis
nula), frente a la alternativa de que el error es distinto de 0. De esta manera, para pH=6, pH=7.5 y
pH=8 se demostrd que el error era significativamente distinto de 0 (para todos los casos p-value<0.05).
Sin embargo, para pH=6.5 y pH=7 se demostrd que el error no era significativamente distinto de 0
(p-valuegs= 0.1039 > 0.05 y p-value; = 0.2089 > 0.05). Por tanto, se pudo deducir que para estos dos
ultimos casos, las medidas que toma el sistema estudio son significativamente similares a las que toma
un sistema de medida estandar.

Distribucion del error

02+

0.1 ¥ *

01+

Error absoluto

-02

-0.3+

6 6.5 7 7.5 8
pH

Figura 51. Boxplot multiple de los errores absolutos de cada medida para los diferentes pH. En el eje
X se representa el nivel de pH dentro del rango de 6-8 y en el eje Y se representa el error absoluto
obtenido para las diferentes medidas. Ademas, aparecen indicadas las significancias estadisticas
(* p-value<0.05)
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En segundo lugar, para comprobar si el error absoluto medio cometido era mas o menos
similar en todos los casos, como se observa en la Figura 52, se represent6 un diagrama de barras con
los errores absolutos medios en valor absoluto para cada nivel de pH, asi como sus correspondientes
desviaciones tipicas. Este grafico evidencid que el error absoluto medio cometido en todos los casos
era mas o menos el mismo, siendo ligeramente superior para pH=7 y pH=7.5, obteniéndose una media
de los mismos de 0.1525 y una desviacion tipica media de — 0.0914.

0 35 Error absoluto medio y desviacion tipica
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Figura 52. Diagrama de barras del error absoluto medio para cada nivel de pH y sus respectivas

desviaciones tipicas (en rojo). En el eje X se representa el nivel de pH dentro del rango de 6-8 y

en el eje Y se representa el error absoluto medio (en valor absoluto).

Este analisis permitidé concluir que aunque en primera instancia se penso, a la vista de la
distribucion de los datos de la componente G, que un ajuste lineal era la mejor opcion para realizar una
estimacion del pH, los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que para pH=6.5 la curva de
calibracion calculada no se ajustaba adecuadamente, presentando errores significativamente diferentes
con respecto al resto de medidas de pH. Por tanto, en el caso de requerir de un sistema de medida de
pH mas exacto, la curva deberia recalibrarse ajustando los datos de otra manera distinta a la lineal.

Con todo, el error proporcionado por el sistema de medida de pH objeto de estudio resulta mas
que satisfactorio teniendo en cuenta las necesidades del presente proyecto (pues cabe recordar que el
objetivo no es desarrollar un sistema que calcule perfectamente el nivel de pH) asegurando que el
error cometido por el mismo se encontrard dentro del estrecho intervalo de confianza 0.1525 +
0.0914.
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6. DISCUSION

En el presente proyecto se consiguid implementar un prototipo de biorreactor que
intercambiara automaticamente el medio de un cultivo de células con el fin de mantener las
condiciones de cultivo Optimas para la supervivencia de las mismas, en este caso indicado
especialmente para experimentacion con células cardiacas en aplicaciones de Ingenieria Tisular.

Ademas, se logro disponer de un sistema de administracion de medio muy preciso gracias a la
curva de calibracion de volumen calculada. Por lo que este sistema es capaz de suministrar una
cantidad minima de volumen de 1 pl. Por otra parte, el moédulo de monitorizacién de pH desarrollado
resulté aportar una medida del pH bastante aproximada a la realidad y repetible en la mayoria de casos
a partir del color del medio de cultivo, presentando un error de medida asumible dentro de las
necesidades del presente proyecto.

La importancia del presente proyecto radica en el hecho de que se trata del primer biorreactor
destinado al intercambio del medio de cultivo de manera automatica que toma como indicador de que
el medio se encuentra en malas condiciones el nivel de pH del mismo, pues hasta el momento este
proceso se ha realizado manualmente por el personal de laboratorio cuando se ha detectado de manera
visual que el color del medio pasaba a ser amarillento. Asi, este nuevo sistema permite mejorar la
eficacia del procedimiento mediante la accion coordinada de un modulo de medida de pH y un moédulo
de intercambio de medio. Ademas, éste permite reducir el nimero de errores cometidos en el proceso
relacionados con la cantidad de volumen a suministrar al utilizar un sistema completamente
informatizado y automatizado, eliminando con ello el factor humano. También, resulta util para
reducir el tiempo y atencion que el personal de laboratorio dedica al proceso de intercambio de medio,
permitiendo que éste pueda centrarse en otras tareas mas importantes.

En cuanto a sus implicaciones clinicas, este biorreactor constituira una pieza fundamental en
el crecimiento, maduracion y proliferacion de los cardiomiocitos cultivados, asegurando en todo
momento su supervivencia y viabilidad para ser adecuadamente utilizados en terapias celulares de
regeneracion del tejido miocardico (inyeccion de cardiomiocitos artificiales con potencial
cardiorregenerativo, creacion de parches artificiales de miocardio, etc) en corazones infartados, en
primera instancia de modelos y animales de experimentacion, y en un futuro, de pacientes reales.

Sin embargo, el equipo desarrollado también presenta ciertas limitaciones. En primer lugar, la
falta de un montaje robusto que permita mantener sujetos los tubos de plastico junto con las agujas de
retirada y suministro de medio al pocillo.

En segundo lugar, limitaciones relacionadas sobre todo con la monitorizacion del pH. Por una
parte, al estar basada la medida de esta magnitud en una técnica Optica, la cual a su vez es
extremadamente sensible, los cambios producidos en la luz ambiental influyen de forma significativa
en la medida obtenida, produciendo interferencias. Es por este motivo que el sistema es capaz de
realizar una correcta lectura del nivel de pH cuando la medida se toma bajo las mismas condiciones de
luminosidad en las que se ajust6 la curva de calibracion (aislando lo maximo posible al sistema de la
luz ambiental). Pero por el contrario, cuando estas condiciones cambian, la medida no coincide con la
esperada.
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Por otra parte, también se comprobo que la forma en la que incide la luz ambiental proveniente del
exterior influye en la medida, pues al cambiar la posicion del sensor (el fotodetector en concreto) la
medida RGB es distinta. Por tanto, cuando la medida se toma en la posicion en la que se encontraba el
sensor cuando se ajustd la curva de calibracion, el sistema devuelve una medida correcta del pH. Sin
embargo, cuando se varia la posicion del mismo y la luz exterior incide de forma distinta, la medida
del pH leida no es aproximada.

Para sortear los problemas ocasionados por interferencias de la luz ambiental comentados
anteriormente, se plantea como posible solucion disefiar una fuente de luz fija, uniformemente
distribuida e independiente del sensor en la parte superior del pocillo, de manera que la luz atravesase
la placa trasparente e incidiese directamente en el fotodetector. Asi el sensor detectaria con mayor
intensidad la luz proveniente de la fuente de luz blanca, haciendo la ambiental practicamente
despreciable.

6.1 Lineas futuras

En cuanto a trabajo futuro, se pueden incorporar una serie de mejoras al biorreactor
desarrollado en el presente proyecto. Una de ellas consistiria en ampliar la gama de medios de cultivo
cuyo pH puede ser estimado por el sistema de medida, puesto que el sistema actual estd pensado
unicamente para monitorizar el pH de medio DMEM. Por ejemplo, uno de los medios més utilizados
en experimentacion en cardiologia es el medio Claycomb, por lo que se podria actualizar el sistema
calculando e incorporando al sistema la curva de calibracion correspondiente a este medio, de la
misma manera que se procedid para obtener la del medio DMEM, descrita en el Capitulo 5 de
Resultados.

Otra futura linea de actualizacion del equipo seria ampliar el sistema de intercambio de medio,
en concreto replicar la bomba de inyeccion desarrollada en el presente proyecto y aumentar el nimero
de bombas peristalticas, con el objetivo de construir un array de bombas (tanto de inyeccion como de
retirada de medio) que permitan la renovacion del medio de varios pocillos simultineamente,
ahorrando de esta forma una gran cantidad de tiempo de experimentaciéon a los investigadores.
También este array permitiria introducir de manera automatica y secuencial los distintos medios (ricos
en unos factores de crecimiento especificos u otros para la diferenciacion de las células en
cardiomiocitos) que se deben administrar a las células del cultivo cada cierto periodo de tiempo para
que éstas puedan formar tejido cardiaco.

También se deberia trabajar en el desarrollo de un sistema que permitiese mantener
refrigerado el medio de cultivo en todo momento durante el experimento.

Por ultimo, deberia realizarse una comprobacion de que el biorreactor desarrollado reproduce

adecuadamente las condiciones para las que fue disefiado en un ambiente real de laboratorio de
investigacion, dentro del incubador y con la presencia de células en la placa Petri.

53



Prototipo de biorreactor con sistema de intercambio de medios de cultivo

CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES

En el presente proyecto se ha desarrollado un biorreactor cuyo objetivo es mantener bajo
control las condiciones Optimas de cultivo haciendo uso de un sistema automatico de intercambio del
medio, y especialmente dirigido a cultivos de células cardiomiogénicas para aplicaciones de Ingenieria
Tisular Cardiaca.

Para ello se ha disefiado y fabricado mediante impresion 3D un sistema que realice la funcion
de cambiar el medio, basado en la interaccién de una bomba peristéaltica para la retirada del medio y
otra de inyeccion para la administracion del medio. También se ha incorporado un modulo de
monitorizacion continua del pH basado en una tecnologia innovadora, un sensor Optico capaz de
obtener el pH a partir de las componentes de color RGB del medio de cultivo, con el propodsito de
disponer de un indicador que asegure con mayor certeza que el medio debe renovarse porque se
encuentra en malas condiciones. Ademas, se ha programado el microcontrolador del sistema con el
objetivo de que éste pueda trabajar tanto de manera manual como automatica, se ha incorporado una
red basada en el protocolo Zigbee para establecer una comunicacion inalambrica con el PC y con ello
eliminar cableado sobrante en el laboratorio y finalmente se ha programado una interfaz grafica de
usuario para optimizar la usabilidad del sistema y hacer mas intuitivo el proceso de monitorizacion y
control del sistema.

Una vez implementado y programado el biorreactor, para ambos modulos se han calculado las
curvas de calibracion correspondientes bajo condiciones controladas y se ha comprobado el correcto
funcionamiento del sistema en conjunto bajo dichas condiciones, proporcionando los resultados
esperados en el presente proyecto. Se ha logrado finalmente disponer de un equipo con caracteristicas
muy satisfactorias: una elevada precision de administracién de volumen (del orden de 1 pl) y un error
de medida de pH dentro del intervalo de confianza 0.1525 £ 0.0914, error que resulta mas que
asumible teniendo en cuenta las necesidades y objetivo del sistema.

Por ultimo, el biorreactor desarrollado se ha instalado en el laboratorio de investigacion
biomédica del Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid, donde estd siendo
utilizado en experimentos de Ingenieria Tisular Cardiaca. El uso de este equipo garantiza un mayor
control de las condiciones de cultivo, y por consiguiente de la supervivencia celular, al mejorar la
eficacia del proceso de intercambio de medio.
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ANEXO I. ESQUEMAS ELECTRICOS
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Figura 53. Conexién del sensor de color RGB a Arduino Uno. Este permanece alimentado a 5V y la
comunicacion serie con Arduino se establece a través de los pines SDA y SCL (pines analégicos 4y 5 de
Arduino). El LED se controla a través del pin digital 5.
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Figura 54. Conexién de los sensores de efecto Hall a Arduino Uno. Estos permanecen alimentados a 5V y
entre el pin de alimentacidon y el de su respectiva salida digital se incorpora una resistencia de 10 kQ. La
salida digital del sensor Hall superior esta conectada al pin 2 de Arduino y la del inferior al pin 3.
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Figura 55. Conexién del médulo Xbee a Arduino Uno. Este permanece alimentado a 3.3V. El puerto
de transmision de datos de Arduino (TX, pin D1) permanece conectado al puerto recepciéon de
datos del Xbee (DIN, pin 3). Asimismo, el puerto de recepciéon de datos de Arduino (RX, pin DO)

permanece conectado al puerto transmision de datos del Xbee (DOUT, pin 2).

Cabe destacar que fue necesario adaptar los valores de tension proporcionados por Arduino a
los valores admisibles por el Xbee. Para ello se implement6 un divisor de tension (véase Figura 56)
con una resistencia de 2,2 kQ y otra de 4,7 kQ que transforma los 5V proporcionados por el

microcontrolador en 3.3V con el objetivo de alimentar al Xbee.
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22K
RX Xbee
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Figura 56. Divisor de tension de ajuste de niveles de salida del microcontrolador.
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Figura 57. Conexién del relé a Arduino Uno. Este permanece alimentado a 5V y su salida digital
esta conectada al pin digital 9 de Arduino. Al extremo opuesto de donde se sitian los pines del
relé va conectado el motor de continua de la bomba peristaltica.






Prototipo de biorreactor con sistema de intercambio de medios de cultivo
ANEXO 11

ANEXO II. CODIGO ARDUINO

#include <Nire.h> //declaracion de la libreria para bus I2C

#include <EEPROM.h> //declaracion libreria memoria EEPROM Arduino
#include "Adafruit_TCS34725.h" //declaracion libreria sensor de color RGB
#include <Adafruit_MotorShield.h> //declaracion libreria driver motor
#include "utility/Adafruit_PWMServoDriver.h"

Adafruit_TCS34725 tcs = Adafruit_T(S34725(TCS34725_INTEGRATIONTIME_700MS, TCS34725_GAIN_1X); //declaracion del sensor de color con un tiempo de integracion 700 ms y ganancia de 1X
Adafruit_MotorShield AFMS = Adafruit_MotorShield(); //declaracion de la shield motor

Adafruit_StepperMotor *myStepper = AFMS.getStepper(200, 2); //declaracion del motor paso a paso (200 pasos/rev) en el puerto 2

Adafruit_DCMotor *myMotor = AFMS.getMotor(1); //declaracion del motor de continua en el puerto 1

//Declaracion de variables de comunicacion
String inputString = ""; //Inicializacion de la variable que recibira el string procedente del puerto serie principal
boolean stringComplete = false;

//Declaracion variables temporizacion

unsigned long previousMillis_1 = @;

unsigned long previousMillis_2 = @;

unsigned long previousMillis_3 = @;

unsigned long previousMillis_4 = 0;

unsigned long previousMillis_5 = @;

unsigned long currentMillis_2;

unsigned long interval3;

unsigned long interval2=20000; //Por defecto la duracion de la bomba peristaltica es de 20 s

//Declaracion variables motor paso a paso

float volumen;

float volumen_actual; .
String vol_aut="100"; //Por defecto el volumen a inyectar en modo automatico es de 1 ml
int sentido;

int pasos;

int cont=0;

float posicion;

float posicion_actual;

boolean flagMotor = LOW;

//Declaracion variables sensor efecto Hall
const int hallPin = 2; // sensor Hall superior
const int hallPinZ = 3; // sensor Hall inferior
boolean Fsup = HIGH, Finf = HIGH;

//Declaracion variables sensor color RGB
float ph_final;

uintl6_t cal_r,cal_g,cal_b;
uintle_t r, g, b, ¢, colorTemp, lux;
uintl6_t g_buena;

int diff_r, diff_g, diff_b;

int media_r,media_g,media_b;

float ph;

float ph_change;

int temp;

float media_ph;

float ph_bueno;

float sum_ph;

int 1=0;

float color_r;

float color_g;

float color_b;

int medio;

int contador=@;
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boolean flagColor;

//Declaracion variables bomba
boolean flagBomba = LOW;
int duracion;

//Declaracion variables automaticidad
boolean flagAUTO = LOW;

void setup() {
Serial.begin(960@); //se establece la comunicacion serie a 9600 baudios

AFMS.begin(); // se inicializan los motores
myStepper->setSpeed(100); //se establece la velocidad del motor paso a paso
myMotor->run(FORNARD); //se establece el sentido del motor de continua de la bomba peristaltica
myMotor->setSpeed(@); //se establece la velocidad del motor de continua, por defecto, @

tcs.begin(); //se inicializa el sensor de color RGB

pinMode(S,0UTPUT); //declaracion del pin para controlar la intensidad del LED
digitalWrite(S,LON); //LED apagado: por defecto, el LED estara apagado, solo se enchufa para lectura

pinMode(9,0UTPUT); /// declaracion del pin de salida del rele

pinMode(hallPin, INPUT); //declaracion del pin de salida del sensor de efecto Hall superior
pinModeChallPin2, INPUT); //declaracion del pin de salida del sensor de efecto Hall superior

cal_r=EEPROM. read(@)*256+EEPROM. read(1); //se lee el valor de calibracion de la componente R de la memoria EEPROM
cal_g=EEPROM. read(2)*256+EEPROM. read(3); //se lee el valor de calibracion de la componente G de la memoria EEPROM
cal_b=EEPROM, read(4)*256+EEPROM. read(5); //se lee el valor de calibracion de la componente B de la memoria EEPROM

}
void loop() {

moverMotor();

1f(flagAUTO==HIGH){temporizacion();} //entrara cuando se active el modo automatico
1f(flagAUTO==HIGH){temporizacion3();} //entrara cuando se active el modo automatico
1f(flagBomba==HIGH){temporizacion2();} //entrara cuando se active la bomba peristaltica
temporizaciond4(); //se ejecuta continuamente

if (stringComplete){ //Entrara cuando haya leido un string por puerto serie
stringComplete = false;

if (inputString.startsWith("VOL")){inicializarMotor(inputString.substring(3,7));inputString = "";}//trama que inicializa el motor paso a paso e indica cantidad de volumen
if (inputString.startsWith("STP")){pararMotor();inputString = "";} //trama que detiene el motor paso a paso
if (inputString.startsWith("RST")){resetearMotor();inputString = "";} //trama que resetea el motor paso a paso a su posicion inicial

if (inputString.startsiWith("CAL")){calibracion();inputString ;} //trama para calibrar el sensor de color

if (inputString.startsWith("SEN")){leer_ph();inputString = "";} //trama que indica al sensor de color que empiece a tomar medidas

if (inputString.startsWith("CHG")){ph_change=(inputString.substring(3,5)).toInt();inputString = "";ph_change=ph_change/10;} //trama que indica valor umbral de pH a partir
if (inputString.startsiith("BOM")){bomba();inputString = "";} //trama que inicializa la bomba peristdltica en modo automatico

if (inputString.startsiWith("BMN")){duracion=inputString.substring(3,10).toInt();bombaMan(duracion);inputString = "";} //trama que inicializa la bomba peristdltica en modo
if (inputString.startsWith("STB")){stopBomba();inputString = "";} //trama que detiene la bomba peristdltica en modo manual

if (inputString.startsWith("VAU")){vol_aut=(inputString.substring(3,6));inputString = "";} //trama que indica valor de volumen a inyectar en modo automatico

if (inputString.startsWith("IN2")){interval2=(inputString.substring(3,10)).toInt();inputString = "";} //trama que indica cuanto tiempo tiene que estar retirando medio la
if (inputString.startsWith("IN3")){interval3=(inputString.substring(3,10)).toInt();inputString = "";} //trama que indica cada cuanto tiempo se mide el pH
if (inputString.startsWith("COL")){color();inputString = "";} //trama que muestra el color del medio

if (inputString.startsWith("MED")){medio=(inputString.substring(3,4)).toInt();inputString = "";} //trama que selecciona el medio de cultivo a medir

if (inputString.startsWith("AUT")){automatico();inputString = "";} //trama que especifica que el sistema trabaja en modo automatico

if (inputString.startsWith("MAN")){manual();inputString = "";}} //trama que especifica que el sistema trabaja en modo manual

stringComplete = false;

void serialEvent(Q{// funcion que detecta un evento en el puerto serie principal

while (Serial.available()){
char inChar = (char)Serial.read();
if (inChar == '\n') { //Si es el caracter de final marco que he terminado de leer
stringComplete = true;

else {inputString += inChar;} //Si no es el caracter de final, entonces aAfA+ado caracteres al string
}

Figura 58. Bloque "BOMBA" del cddigo. Se trata del bloque principal del c6digo, donde estian
definidas todas las librerias y las variables utilizadas en el programa. También es donde se
encuentran las dos funciones propias del firmware de Arduino: setup() y loop(). La primera solo se
ejecuta cada vez que se arranca Arduino y la segunda se ejecuta continuamente.
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Col

void color(Q{

flagColor = HIGH;
digitalWrite(5,HIGH); //se enciende la luz LED para leer
delay(2000);

int sum_r = @;
int sum_g = @;
int sum_b = @;

for (int temp=@; temp<=92; temp++){ //se toman 1@ medidas RGB
tcs.getRawDataC&r, &g, &b, &c); //funcion de la libreria del sensor que devuelve las componentes RGB

colorTemp = tcs.calculateColorTemperdture(r, g, b); //funcion de la libreria del sensor que devuelve la temperatura de color

lux = tcs.calculateLux(r, g, b); //funcion de la libreria del sensor que devuelve los lumens

diff_r—
diff_g

sunLr-sunLr+difF r; //la diferencia obtenida (valor R puro) se va acumulando en una variable
um_g+diff_g; //la diferencia obtenida (valor G purec) se va acumulando en una variable

suWLb—sum b+diff_b; //la diferencia obtenida (valor B puro) se va acumulando en una variable
3

media_r=sum_r/10@; //se calcula la media de las 1@ medidas de R para eliminar posibles datos andmalos
media_ um_g~1@; //se calcula la media de las 1@ medidas de G para eliminar posibles datos anémalos
media_b=sum_b/1@; //se calcula la media de las 1@ medidas de B para eliminar posibles datos anémalos

if (media_r<==0){ //para eliminar los posibles valores negativos al realizar la sustraccion
1 //los valores negativos saturarlos a @

else {
media_resum_r/10;

if Cmedia_g<@>{ //para eliminar los posibles valores negativos al realizar la sustraccion
media_g=@; //los valores negativos saturarlos a 0

else {
media_g-sum_g/1@;

if Cmedia_b<@>{ //para eliminar los posibles valores negativos al realizar la sustraccion
media_b«~@; //los valores negativos saturarlos a @

else {
media_b-sum_b/10;

int vallemaxCmedia_r ,media_g); //se calcula valor maximo de las componentes RGB
int val_max«maxCvall,media_b);

color_remapCmedia_r,0,val_max,0,1000); //se realiza una normalizacion
color_g-mapCmedia_g,®,val_max,0,1000) ;
color_b-mapCmedia_b,®,val_max,?, 1000 ;

color_rwabsCcolor_r/1000>; //

color_g-absCcolor_g/ 1000

color_bewabsCcolor_b/1000) ;

digitalWriteC5,L0W); //se apaga la luz LED tras la lectura

Figura 59. Bloque "Color"
encargada de obtener el color del medio de cultivo.

void enviarDatos(O{

delay(100);

if (FlLagAUTO==LOWD{
Serial.printC"PHM");
Serial.printlnCph,2);

/7Envio por serie el valor de pH obtenido en modo manual para ser mostrado en MATLAB

F

if CfLagAUTO=—HIGHD{

Serial.printC"PHA"); //Envio por serie el valor de pH en modo automatico para ser mostrado en MATLAB
Serial.printinCph_bueno,2);

b 4

if (digitalRead(2)==LOWD{

Serial.printC"RST"D; //Envio por serie un mensaje de aviso para ser mostrado en MATLAB
Serial.printlnC"Rellenar jeringuilla, liquido agotado. Pulsar boton RESET"D;

if CdigitalRead(3).
Serial.printC"LIS
Serial.printlnC"Je

Lowd {

//Envio por serie un mensaje de aviso para ser mostrado en MATLAB
inguilla llena. Bomba lista para inyectar!!"D;

¥

if (fFlagMotor==HIGHY{

Serial.printC"INY"D; //Envio por serie un mensaje de aviso para ser mostrado en MATLAB
Serial.printlnC"Inyectando volumen deseado. .

Serial.printC"VOL"D; //Envio por serie el valor de volumen restante para ser mostrado en MATLAB
Serial.printlnCvolumen_actual);
Serial.printC"POS"); //Envio por serie la posicion actual de la bomba para ser mostrada en MATLAB

Serial.printin(posicion_actual);

if CflagColor HIGH){

Serial.print("COLR" //Envio por serie el valor de la componente roja para ser mostrada en MATLAB
Serial. pvtntln(color r*1000)> ;

if CflagColor——HIGHD{

Serial.printC"COLG"D; //Envio por serie el wvalor de la componente verde para ser mostrada en MATLAB
Serial.printlnCcolor_g*1eeed;

E

if CflagColor——HIGHD{

Serial.printC"COLB"; //Envio por serie el valor de la componente azul para ser mostrada en MATLAB
serial.printlnCcolor_b*100eD ;

T
delay(1eed;
¥

void automatico(D{
FlagAUTO=HIGH; //se activa modo automatico

void manualCO{
FlagAUTO=LOW; //se activa modo manual

-cal_r; //se resta el wvalor de calibracion R al wvalor de R obtenido en cada medida para sustraer color de fondo
g-cal_g; //se resta el valor de calibracion G al valor de obtenido en cada medida para sustraer color de fondo
diff_b=b-cal_b; //se resta el wvalor de calibracion B al valor de B cbtenido en cada medida para sustraer color de fondo

del cddigo. Se trata de la secciéon donde esta definida la funcién

Figura 60. Bloque "Comunicaciéon” del cédigo. Se trata de la secciéon donde esta definida la funcién

encargada de enviar los datos a través del puerto serie al PC para ser mostrado en el GUL
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void inicializarMotor(String inputString){
flagMotor = HIGH; //se activa el motor paso a paso
sentido = inputString.substring(@,1).toInt(); //el valor del sentido contenido en la trama se guarda en la variable sentido: @ hacia delante o 1 hacia detrds
volumen = inputString.substring(1,5).toInt(); //el valor de volumen contenido en la trama se guarda en la variable volumen
volumen = volumen/100;
pasos = (volumen+@.0239)/0.0012; //ecuacion de la recta dada por la curva de calibracion tras ajuste lineal que calcula el numero de pasos correspondientes a un volumen determinade
if (volumen_actual<@){ //para calcular el volumen restante en la jeringa tras inyectar el deseado
volumen=0; }
else{
volumen_actual=volumen_actual -volumen;
}
}

void moverMotor(){
if (flagMotor == HIGH){ //el motor paso a paso se mueve si se ha enviado la trama que lo activa

if (digitalRead(2)==HIGH){ //si el sensor de efecto Hall superior esta en estado alto (no campo magnetico cerca)
1if (sentido == 0){

myStepper->step(1, FORWARD, DOUBLE); //mover el motor se mueve hacia delante

Finf=HICGH;
}

if (digitalRead(3)==HIGH){ //si el sensor de efecto Hall inferior esta en estado alto (no campo magnetico cerca)
if (sentido == 1){
myStepper->step(1, BACKNARD, DOUBLE); // el motor se mueve hacia detras
Fsup=HICGH;
}
}
pasos = pasos - 1; //el motor se mueve los pasos indicados por la trama hasta llegar a 0
cont = cont + 1;
posicion=((cont/200)*1.25)/18; //ecuacion que calcula la posicion de la bomba (en cm) teniendo en cuenta que 1 paso equivalen a 1,25 mm

void pararMotor (O{
flagMotor = LOW; //se detiene el motor paso a paso
}

void resetearMotor (O{
flagMotor = HIGH;
while ((digitalRead(3)==HIGH)){ //mientras que el sensor de efecto Hall inferior este en estado alto
myStepper->step(1,BACKWARD,DOUBLE); //mover el motor hacia detras hasta su posicion inicial

Finf = LOW; //el sensor de efecto Hall inferior esta en estado bajo
Fsup = HIGH; //el sensor de efecto Hall superior esta en estado alto
posicion_actual=0; //se reinicia la posicion inicial de la bomba a @ cm
cont=@;

volumen_actual=10@; //se reinicia el volumen total de la jeringa a 10 ml

1

Figura 61. Bloque "Motor" del cédigo. Se trata de la seccion en la que estan definidas las funciones
encargadas de controlar el motor paso a paso que mueve la bomba de inyeccién.

Feristaltica

void bomba(){

flagBomba=HIGH; //la bomba peristaltica se activa

digitalWrite(9,HIGHD); //rele se pone a nivel alto (interruptor cerrado y pasa corriente)
previousMillis_2=millis();

ks

void stopBomba(){

digitalWrite(9,L0W); //rele se pone a nivel bajo (interruptor abierto y no pasa corriente)
delay(100);

¥

|

void bombaMan(int durd{

digitalWrite(9,HIGH); //rele se pone a nivel alto (interruptor cerrado y pasa corriente)
delay(dur); //el motor de l1la bomba se mueve durante el tiempo indicador por "dur"
digitalWrite(9,LOW); //pasado este tiempo se detiene el motor al poner el rele a nivel bajo
delay(100);

ks

Figura 62. Bloque "Peristaltica” del c6digo. Se trata de la seccién en la que estian definidas las
funciones encargadas de controlar el motor de continua de la bomba peristaltica.
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Temporizationes

void temporizacion(){
unsigned long intervall = 10000;
unsigned long currentMillis_1 = millis(); //ms desde que se enchufa arduino

if(currentMillis_1 - previousMillis_1 >= intervall) { //Cada tanto tiempo indicado por la variable intervall se realizan las siguientes funciones
previousMillis_1 = currentMillis_1;

if (flagMotor == LOW 8& flagBomba==LON){ //si las dos bombas no estan funcionando
leer_ph(); //se toma una medida del ph del medio
i=i+1;
sum_ph=sum_ph+ph; //se van acumulando los valores de ph obtenidos

}

void temporizacion2(){
currentMillis_2= millis();//ms desde que se enchufa arduino

if(currentMillis_2 - previousMillis_2 >= interval2) { //Cada tanto tiempo indicado por la variable intervalZ se realizan las siguientes funciones
previousMillis_2 = currentMillis_2;

digitalWrite(9,LOW); //el rele pasa a un nivel bajo
flagBomba=LOW; //1la bomba peristaltica se detiene
inicializarMotor('@'+vol_aut); //a continuacion se activa el motor paso a paso q mueve la bomba de inyeccion para inyectar la cantidad de volumen fijada
//por vol_aut en matlab
}
}

void temporizacion3(){
unsigned long currentMillis_3 = millis(); //ms desde que se enchufa arduino

if (flagMotor == LON & flagBomba==LON){
if(currentMillis_3 - previousMillis_3 >= interval3) { //Cada tanto tiempo indicado por la variable interval se realizan las siguientes funciones
previousMillis_3 = currentMillis_3;

media_ph=sum_ph/i; //se calcula la media de los valores de pH que se han ido acumulando durante cierto tiempo

if (media_ph<=ph_change){ //cuando la media de los pH calculados sea menor o igual que el pH deseado

contador=contador + 1; //para evitar que la bomba cambie medio basandose en Unico valor tomado, se declara contador. Si se cumple cumple que el pH es menor que el pH umbral
//se suma 1

else{
contador=0; //si no cumple esto, el contador vuelve a 0

if (contador==4){ //cuando el contador llegue a 4, es decir, se hayan medido 4 valores de pH por debajo del pH aceptable
bomba(); //se ejecuta la funcion bomba que activa la bomba peristaltica para retirar el medio
contador=0; //el contador se vuelve a poner a @ para seguir monitorizando el ph

}

ph_bueno=media_ph; //el valor de ph que se muestra por pantalla en matlab es el correspondiente a la media de los ph calculados
i=0;
sum_ph=0;
media_ph=0;
}

}

void temporizacion4(){
double intervald = 20000; |
unsigned long currentMillis_4 = millis(); //ms desde que se enchufa arduino

if(currentMillis_4 - previousMillis_4 >= interval4) { //Cada tanto tiempo indicado por la variable interval se realizan las siguientes funciones
previousMillis_4 = currentMillis_4;

enviarDatos(); // se envian datos a matlab para ser mostrados
}
}

Figura 63. Bloque "Temporizaciones” del c6digo. Se trata de la secciéon donde estan definidas las
diferentes temporizaciones que se ejecutan en el modo de funcionamiento automatico del sistema.
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void leer_ph(){

digitalWrite(5,HIGH); //encender luz LED para leer
delay(1000);

tcs.getRawData(&r, &g, &b, &c); //funcion de la libreria del sensor que devuelve las componentes RGB
colorTemp = tcs.calculateColorTemperature(r, g, b);

lux = tcs.calculateLux(r, g, b);

delay(1@);

if (medio==1){
ph=(g-7753.2)/-255.03; //Curva de calibracion para DMEM para obtener pH en funcion de G

digitalWrite(5,LOW); //apagar luz LED tras lectura
3

void calibracion (O{

uintl6_t r_acum = 0;
uintlé_t g_acum = @;
uintl6_t b_acum = 0;
int H_r,L_r,H_g,L_g,H_b,L_b;

digitalWrite(5,HIGH); // se enciende la luz LED
delay(2000);

for (temp=0; temp<=9; temp++){ //se toman 1@ medidas RGB sin pocillo encima
tcs.getRawData(&r, &g, &b, &c); //funcion de la libreria del sensor que devuelve las componentes RGB

r_acum=r_acum + r; //los valores de R obtenidos se van acumulando
g_acum=g_acum + g; //los valores de G obtenidos se van acumulando
b_acum=b_acum + b; //los valores de B obtenidos se van acumulando

}

cal_r=r_acum/19; //se calcula la media de las 10 medidas de R tomadas y el valor obtenido es el de calibracion que se resta para sustraer el ruido de fondo
cal_g=g_acum/19; //se calcula la media de las 10 medidas de G tomadas y el valor obtenido es el de calibracion que se resta para sustraer el ruido de fondo
cal_b=b_acum/10; //se calcula la media de las 10 medidos de B tomadas y el valor obtenido es el de calibracion que se resta para sustroer el ruido de fondo

H_r=highByte(cal_r); //funcion que devuelve el byte mas significativo del valor cal_r para poder guardarlo en la memoria
L_r=lowByte(cal_r); //funcion que devuelve el byte menos significativo del valor cal_r para poder guardarlo en la memoria
H_g=highByte(cal_g); //funcion que devuelve el byte mas significativo del valor cal_g para poder guardarlo en la memoria
L_g=lowByte(cal_g); //funcion que devuelve el byte menos significativo del valor cal_g para poder guardarlo en la memoria
H_b=highByte(cal_b); //funcion que devuelve el byte mas significativo del valor cal_b para poder guardarlo en la memoria
L_b=lowByte(cal_b); //funcion gque devuelve el byte menos significativo del valor cal_b para poder guardarlo en la memoria

EEPROM.write(@,H_r); //se escribe el byte mas significativo de cal_r en la direccion @ de la memoria EEPROM
EEPROM.write(1,L_r); //se escribe el byte menos significativo de cal_r en la direccion @ de la memoria EEPROM
EEPROM.write(2,H_g); //se escribe el byte mas significativo de cal_g en la direccion @ de la memoria EEPROM
EEPROM.write(3,L_g); //se escribe el byte menos significativo de cal_g en la direccion @ de la memoria EEPROM
EEPROM.write(4,H_b); //se escribe el byte mas significativo de cal_b en la direccion @ de la memoria EEPROM
EEPROM.write(5,L_b); //se escribe el byte menos significativo de cal_b en la direccion @ de la memoria EEPROM

digitalWrite(S,LON); //se apaga la luz LED tras calibracion
}

Figura 64. Bloque "Sensor_RGB" del cddigo. Se trata de la seccion donde estan definidas las
funciones encargadas de calibrar el sensor de color y de medir el pH.
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ANEXO III. TABLAS DE RESULTADOS

Tabla 4. Volumen obtenido para los diferentes valores de pasos.

Pasos Volumen (ml)

1000 1.188
2000 2.302
3000 3.517
4000 4.543
5000 5.656
6000 6.932
7000 8.257
8000 9.261
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Tabla 5. Valores de pH obtenidos con el pHimetro (pH de referencia), valores de pH obtenidos
con el sistema (pH experimental) y error absoluto de cada medida.

R B 6 6.22 0.2
2 6 6.08 -0.08
s 6 6.15 -0.15
4 6 5.89 0.11
5 6 6.03 -0.03
6 6 6.25 -0.25
] 6 6.19 -0.19
8 6 6.01 -0.01
g 6.5 6.33 0.17
10 6.5 6.49 0.01
1 6.5 6.24 0.26
12 6.5 6.39 0.11
13 6.5 6.69 -0.19
S 14 6.5 6.34 0.16
L ER 6.5 6.3 0.2
16 6.5 6.47 0.03
1T 7 7.34 -0.34
R 7 7.01 -0.01
1y 7 7.12 -0.12
T 7 7.2 0.2
S B 7 7.29 -0.29
22 7 6.75 0.25
3 7 7.09 -0.09
T 7 6.95 0.05
25 7.5 7.74 -0.24
2 7.5 771 -0.21
21 7.5 7.69 -0.19
28 7.5 7.68 0.18
29 7.5 7.8 0.3
30 7.5 7.71 0.21
3 7.5 7.59 -0.09
32 7.5 7.57 -0.07
33 8 8.05 -0.05
s 8 8.26 -0.26
3k 8 7.9 0.1
36 8 8.21 -0.21
A 8 8.21 -0.21
- 8 8.1 0.1
- 8 8.16 -0.16
40 8 8 0
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Tabla 6. Error absoluto medio y desviacion tipica para cada nivel de pH.

N 0.13 0.087668206
65 0.14125 0.085929789
A 0.16875 0.11921619
15 0.18625 0.075391834
8 0.13625 0.088952234
~ MEDIA 0.1525 0.0914
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OBJETIVO

1. OBJETIVO

En el presente documento se ha llevado a cabo una valoraciéon economica del proyecto
desarrollado, tanto a nivel de planificacion/gestion del proyecto como presupuestaria. Esto se ha
elaborado con el objetivo de proporcionar una visiéon aproximada del coste economico asociado a la
fabricacion de un biorreactor de este tipo, pues aunque en primera instancia éste se ha desarrollado
exclusivamente para ser utilizado en el laboratorio de la unidad de investigacion del Hospital Gregorio
Marafion de Madrid, es susceptible de poder ser comercializado en un futuro.

En primer lugar se ha detallado la planificacion temporal que se ha seguido en la elaboracion
del biorreactor y a continuacion, en el presupuesto se han detallado los costes de maquinaria,
materiales y mano de obra empleada en el desarrollo del mismo. Este ltimo se encuentra dividido por
los siguientes capitulos: hardware biorreactor, software biorreactor y calibraciones del sistema.
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2. PLANIFICACION TEMPORAL

La Tabla 1 recoge la duracion de las diferentes tareas que se han llevado a cabo en el presente
proyecto. Por otra parte, la Figura 1 muestra el Diagrama de Gantt del proyecto, realizado con la
ayuda del programa MS Project 2016. En este se puede observar cudl ha sido la distribucion de las
tareas dentro del mismo, la duracion de cada una y el camino critico.

Tabla 1. Tareas llevadas a cabo en el proyecto y duracion de las mismas (en dias).

Figura 1. Diagrama de Gantt del proyecto. Las lineas negras indican la duracién de cada fase y las tareas
en rojo representan el camino critico. En la parte izquierda de la figura se muestran las diferentes

tareas del proyecto.

N° TAREA TAREA DURACION (dias)
1 Disefio modelo 3D bomba 53
2 Disefio soporte sensor color RGB 6
3 Busqueda componentes mecanicos y electronicos 8
4 Impresion piezas y ensamblaje con componentes mecanicos 15
5 Soldadura pines y conexion a Arduino 15
6 Programacion cédigo Arduino 30
7 Curvas de calibracion 20
8 Programacion GUIDE en MATLAB 15
9 Montaje circuiteria en caja de plastico ABS 5
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Cabe destacar que las tareas 4 y 5 se realizaron simultdneamente y éstas no dieron comienzo
hasta que no se dieron por finalizadas las tareas 1, 2 y 3. Asimismo, la tarea 6 no comenzd hasta que
no se dieron por finalizadas la 4 y la 5, la tarea 7 no comenzé hasta que la 6 no finalizo, la 8 no
comenzo hasta que la 7 no se dio por finalizada y la 9 no se inici6 hasta que la 8 no estuvo terminada.

Ademas, la Figura 2 representa el diagrama temporal del proyecto mas detalladamente. En
esta se puede observar claramente la duracion de cada una de las fases del proyecto asi como la
duracion total del mismo. La duracion de la Fase 1 ha sido de 68 dias, la de la Fase 2 de 50 dias y la de
la Fase 3 de 20 dias. Por ultimo, el proyecto ha tenido una duracion total de 138 dias, con fecha de
inicio el 10 de Diciembre de 2015 y fin el 20 de Junio de 2016.

21 dic 15 04 ene 16 18 ene 16 01 feb "16 15feb 16 29feb 16 14 mar 16
. Comienzo EFETE] Fin
jue 1012715 jue 10712715 - lun 14/03/16 lun 14/03/16

Disefio modelo 30 bomba Impresién piezas 3D
Jjue 10/12/15 - lun 22/02/16 mar 23/02/16 - lun
Biisqueda Disei Soldadura pines a
. jue mié mar 23/02/16 - lun
INICIO

Jue 10/12/15

28 mar ‘16 11 abr 16 25abr'16 09 may 16 23 may 16

Comienzo
RCRELRARN  mar 15/03/16 - lun 23/05/16
Programacion cédigo Arduino Curvas de calibracion
mar 15/03/16 - lun 25/04/16 mar 26/04/16 - lun 23/05/16

Comienzo
mar 24/05/16

Programacion
mar 24/05/16 - lun

Figura 2. Escala de tiempo del proyecto. La grafica azul muestra la duracién de la Fase 1, la naranja la
duracion de la Fase 2 y la verde la duracion de la Fase 3.
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3. PRESUPUESTO

3.1. Presupuesto desglosado por capitulos

PRESUPUESTO

CAPITULQ 1. HARDWARE BIORREACTOR

1. GASTOS DE EJECUCION MATERIAL

PRECIO PRECIO
Ud DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO PROVEED.
€ TOTAL (€)
ke Filamento de PLA 1 19 19 Sicnova 3D
impresora 3D
Eje de acero de precision
mm M6 (100 mm) 2 1,57 3,14 eBay
u Cojinete LM6UU 2 0,25 0,5 eBay
Varilla roscada acero
mm - oxidable M8 (100 mm) ! 0,336 0,336 eBay
u Tuerca hexagonal M8 1 0,662 0,662 eBay
Imanes de Neodimio
u (5x1mm) 12 0,05 0,6 eBay
u Stepper Motor 1 13,61 13,61 DigiKey
u Tornilleria varia 3M 1 1 1 Ele(.:tronlca
Gimeno
u Tornilleria varia 2M 1 1 1 Ele(.:tronlca
Gimeno
mm Tubo vinilo diametro 8 1 0.06 0.06 eBay
mm (30 mm)
u Placa de polimetacrilato 4 3,63 14,52 eBay
u Separador hexagonal 1 0,59 0,59 DigiKey
u Bomba peristaltica 12 V 1 7,96 7,96 eBay
u Fuente de alimentacion 1 47,44 47,44 Mouser
12V
u Arduino Uno 1 20,31 20,31 DigiKey
u Sensor de efecto Hall 2 1,03 2,06 Elegtromca
Gimeno
u Driver Motor 1 17,5 17,5 Adafruit
Resistencias (10 K, 2K2, Electronica
u 4K7) 4 0,03 0,12 Gimeno
Sensor de color Electronica
“ TCS34725 ! 73 73 Gimeno
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u Zigbee 2 16,03 32,06 DigiKey
u Relé 5V 1 canal 1 3,10 3,10 eBay
u Conector DB9 4 1,67 6,68 Electronica
Gimeno
u Adaptador USB Zigbee 1 23,56 23,56 DigiKey
Termorretractil de varios Electronica
u - 1 1 1 .
tamafios Gimeno
Conector Sucko Hembra ..
4 220V con fusible ! 848 848 Digikey
u Tira pines hembras 1 0,85 0,85 Elegtromca
Gimeno
u Tira pines macho 1 0,34 0,34 Elec;tromca
Gimeno
Caja de instrumentacion .
ABS 1 45,7 45,7 DigiKey
TOTAL 279,678
2. GASTOS MAQUINARIA
. PRECIO PRECIO
Ud DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO (€) TOTAL (€)
h Soldador 10 5,75 57,50
h Taladradora 6 8,60 51,60
h Pistola silicona 2 3,50 7
h FreeCAD 1 0 0
Alicates, lima,
h destornillador, etc 15 0.9 13,50
TOTAL 129,6
3. GASTOS PERSONAL
. PRECIO PRECIO
Ud DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO (€) TOTAL (€)
h Tutor TFG 10 22 220
h Cotutor TFG 200 15 3000
h Alumno TFG* 340 8 2720
TOTAL 5940

*Teniendo en cuenta una media de 5 h/dia con una duracion total de la fase 1 (hardware) de 68 dia
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CAPITULO 2. SOFTWARE BIORREACTOR

ud DESCRIPCION  CANTIDAD UNII’;‘fgg © Tl())RTiCLI%)
h Tutor TFG 6 22 132
h Cotutor TFG 150 15 2250
h Alumno TFG* 225 8 1800
kS ; ;
u Arduino (open source) 1 0 0
TOTAL 4182
*Teniendo en cuenta una media de 5 h/dia con una duracion total de las tareas de software de 45 dias
CAPITULO 3. CALIBRACIONES DEL SISTEMA
Ud DESCRIPCION CANTIDAD UNII)"ll"{flgII 8 © TIZ)I'{T%A(E%)
h Tutor TFG 10 22 220
h Cotutor TFG 50 15 750
h Alumno TFG* 100 8 800
h Microbalanza 3 2,60 7,80
h pHimetro 50 3,70 185
ml Medio DMEM 500 22,90 22,90
ml NaOH/HCI 25 0,062 1,55
TOTAL 1987,25

*Teniendo en cuenta una media de 5 h/dia con una duracidn total de la tarea de calibracion de 20 dias
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PRESUPUESTO

3.2. Presupuesto total del proyecto

Capitulo Importe (€)
Capitulo 1 HARDWARE BIORREACTOR 6349278
Capitulo 2 SOFTWARE BIORREACTOR 4182
Capitulo 3 CALIBRACIONES DEL SISTEMA  1987,25
Presupuesto de ejecucion material (PEM) 12518,528
Gastos generales (20% s/PEM) 2503,706
Beneficio industrial (6% s/PEM) 751,112
Presupuesto total (PT) 15773,346
L.V.A. (21% s/PT) 3312,403
Presupuesto total de inversion 19085,75

El presupuesto total de inversion asciende, con LV.A. incluido, a la cantidad de
DIECINUEVE MIL OCHENTA Y CINCO CON SETENTA Y CINCO.








