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PARTE | MEMORIA

1. INTRODUCCION

Antecedentes y Motivacion

El futuro econdmico de Europa descansa en gran medida en la denominada bioeconomia: la
produccién de recursos bioldgicos renovables y su conversidon en alimentos, productos y
bioenergia por medio del uso innovador y eficiente de tecnologias derivadas de la biotecnologia
industrial.

Las empresas industriales orientadas hacia esta economia hacen uso intensivo de
microorganismos mejorados o modificados como fabricas celulares para producir metabolitos
especializados de alto valor afiadido (p. ej. aminoacidos, vitaminas y aditivos para alimentacion,
biofuel, biofilms y tejidos), siendo estos de capital importancia para el futuro de las industrias
de la salud, quimica, alimentaria y otras industrias de proceso.

A efectos de maximizar el rendimiento y productividad de los bioprocesos, la biotecnologia
industrial actual ha de hacer frente a problemas criticos, como son el modelado, la estimacién
de variables clave, y el disefio de mecanismos de actuacién (control) sobre el estado metabdlico
de los microorganismos.

Para realizar las tareas de caracterizacion, ampliacidén a escala y produccién, se necesitan
biorreactores de diferentes tamafios. Por lo tanto, el control por retroalimentaciéon de
biorreactores ha recibido mucha atencidn en los ultimos afios. Sin embargo, el control de
biorreactores, especialmente en entornos industriales, es dificil debido a caracteristicas de los
procesos bioldgicos: (i) la falta de conocimiento sobre las variables claves del sistema, las cuales
representan el estado fisioldgico del cultivo, (ii) alta complejidad, derivada de la multitud de
componentes existentes en un proceso, la dindmica del proceso no lineal, y (iii) gran variabilidad.

Dos ideas clave para abordar el disefio basado en modelos de controladores en este contexto
son el uso de modelos simples basados en el balance de masas, y el desarrollo de unos
controladores genéricos y robustos basados en el concepto de modelo minimo.

Por un lado, los modelos basados de balance de masas limitan la incertidumbre en términos
especificos; la cinética de la biorreaccidn, y los rendimientos de la biorreaccion.

Por otro lado, los controladores robustos basados en modelos minimos usan la estructura de
los balances de masa en el biorreactor e informacidn genérica sobre la estructura de la cinética
asociada y sus cotas.

Las biorreacciones se pueden realizar en bach, fedbatch, o modo continuo. En el ultimo caso,
el volumen de cultivo dentro del biorreactor se mantiene constante mediante el establecimiento
de la tasa de flujo de entrada igual a la tasa de flujo de salida. En biorreacciones continuas se
tiene un mayor riesgo de contaminaciéon y de mutacion celular, esto ha favorecido el uso de



biorreactores tipo fedbatch. Dejando a las biorreacciones continuas para procesos que usen
microorganismos con alta estabilidad frente a mutacion.

Sin embargo, las biorreacciones continuas tienen algunas ventajas, como el aumento de la
productividad de biomasa y de productos asociados al crecimiento celular, o la posibilidad de
analizar los cultivos en condiciones especificas en estado estacionario.

Existen dos tipos de biorreactores continuos que se utilizan principalmente: los quimiostatos
y los turbidostatos. En los quimiostatos, la velocidad a la que se afiade medio fresco se controla
de manera que se mantenga una tasa de crecimiento del microorganismo deseada.

En los ultimos afios, los turbidostatos de pequefia escala, que usan un circuito de
realimentacion para mantener constante la densidad celular, estdan empezando a estar
disponibles en los laboratorios para realizar caracterizacion y escalado de sistemas bioldgicos
sin restricciones de nutrientes. De esta forma, los turbidostatos son una herramienta
prometedora para ser utilizada como paso intermedio entre el laboratorio y el biorreactor
industrial.

En el marco de un proyecto anterior realizado en el Synthetic Biology and Biosystems Control
Lab (SB2CL) del Instituto ai2 se desarrollé la estructura mecdnica (el cuerpo) de un mini-
biorreactor.

En este proyecto, se parte de la mencionada estructura mecanica y se tratard el problema de
la medida y control de la concentracion para la aplicacion del mini-reactor como
un turbidostato.



Resumen

A efectos de maximizar el rendimiento y productividad de los bioprocesos, la biotecnologia
industrial actual ha de hacer frente a problemas criticos, como son el modelado, la estimacién
de variables clave, y el disefio de mecanismos de actuacién (control) sobre el estado metabdlico
de los microorganismos.

En los ultimos afios, los turbidostatos de pequefia escala, que usan un circuito de
realimentacién para mantener constante la densidad celular, estan empezando a estar
disponibles en los laboratorios para realizar caracterizacion y escalado de sistemas biolégicos
sin restricciones de nutrientes. De esta forma, los turbidostatos son una herramienta
prometedora para ser utilizada como paso intermedio entre el laboratorio y el biorreactor
industrial.

En el presente proyecto se ha disefiado e implementado un turbidostato, centrandose el
proyecto en los aspectos de medida de concentracién de biomasa, estimacidon de la tasa
especifica de crecimiento, y uso de ambos para el control en bucle cerrado de la concentracidn
de biomasa. Ademds, se han conseguido realizar experimentos fisicos probando su
funcionamiento.

La tarea de construir un turbidostato es un proceso complejo que combina muchas ramas
del conocimiento: biologia, electrdnica, teoria de control y dptica.

En primer lugar, se ha disefiado e implementado un sensor dptico de concentracion de
biomasa basado en medida de absorbancia. Este sensor dptico esta compuesto por un médulo
laser y dos fotodiodos colocados estratégicamente para poder medir la pérdida de intensidad
del haz Iaser al atravesar el cultivo.

En segundo lugar, se ha tratado el problema de control en bucle cerrado de la concentracion
de biomasa a partir de medidas de la misma. Cabe destacar que el modelo matematico de un
turbidostato es no-lineal y existen pardmetros que no se pueden determinar. El control
adaptativo no lineal implementado utiliza un modelo minimo del proceso, pero, por contra,
requiere la medida de la tasa especifica de crecimiento del microorganismo. Esta sefial no puede
medirse directamente, por lo que se ha implementado un observador para su estimacién. Se ha
utilizado un observador discreto deslizante de segundo orden, que asegura convergencia de las
estimaciones en tiempo finito, al mismo tiempo que estimaciones suaves.

Por otro lado, se ha desarrollado un programa en Matlab que permite la monitorizacién y
control del estado del turbidostato. También se ha afiadido un simulador para facilitar las tareas
de disefio del controlador.

PLABRAS CLAVE: turbidostato, control no lineal, biorreactores, densidad éptica y observador
deslizante.



Objetivo

El objetivo del presente proyecto es el disefio y la implementacidn, tanto hardware como
software, de un sistema de cultivo continuo que sea capaz de controlar la concentracién celular
en un medio determinado a través de la turbidez.

Alcance

El alcance del proyecto consistird en las siguientes partes:
Implementar el disefio mecanico proporcionado por el ai2.

Disefar e implementar el sistema electrénico que permita el correcto funcionamiento del
turbidostato. Esto incluye la sensorizacién de la concentracion de biomasa, el agitador
magnético y la programacién del microcontrolador. Este microcontrolador debera de ser capaz
de comunicarse con un ordenador.

Disefar e implementar un sistema de alimentacién de medio fresco para el cultivo. Ademas,
debera mantener constante el volumen de cultivo. Este sistema debera de poder ser accionado
a través de un ordenador.

Disefiar e implementar el control del turbidostato. Este control incluird el disefio de un
observador para estimar la tasa de crecimiento. Este control debera de ser implementado en un
programa de ordenador, permitiendo que se pueda comunicar con el microcontrolador y el
sistema de alimentacidn de cultivo.

Por ultimo, se deberd realizar una prueba de funcionamiento global de sistema.

Perspectivas de Futuro

El disefio que se ha realizado en este proyecto solo permite la utilizacién de una cdmara de
cultivo. Pero debido a la naturaleza lenta de los procesos bioldgicos, seria una buena opcion
disponer de varias camaras de cultivo trabajando en paralelo. Para ello, se podria utilizar una
valvula de distribucidn que permita conmutar la accién de la bomba de jeringa entre los
diferentes cultivos.

De esta forma se podria aumentar la cantidad de cultivos que se pueden realizar a la vez,
evitando tener que utilizar distintas bombas para cada uno de ellos. Como se vera mas adelante,
la bomba de jeringa es un componente caro, por lo que poder utilizar una para muchos cultivos
supondra un ahorro econémico considerable.

También seria interesante afiadir un control de temperatura al sistema. Esto es debido a que
los microrganismos crecen mas rapido o lento dependiendo de la temperatura. Por lo que se
podria conseguir una mejora en el tiempo de establecimiento del turbidostato. Por otro lado,
podria ser de interés poder realizar pruebas para observar la influencia de la temperatura en
microorganismos.

Por otro lado, se pretende utilizar este turbidostato para realizar pruebas en el laboratorio
de bilogia del ai2. Sin duda, serd de gran utilidad para los investigadores. Esta es una de las
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razones que por la cual se ha realizado la interfaz en Matlab, para terceras personas puedan
utilizarlo.

Actualmente, en el ai2 se esta desarrollando una nueva ley de control no lineal adaptativa
para turbidostato. Esta ley se ha probado de forma simulada y es mas robusta y consigue
estabilizar al turbidostato en un menor tiempo que el resto de leyes de controles. Esta ley de
control es la que se ha implementado en el proyecto. Por tanto, este proyecto podra verificar
en futuros experimentos la validez de esta nueva ley de control.

2.ESTADO DEL ARTE

Tipos de cultivos continuos

El cultivo continuo es una técnica que permite estudiar el efecto en el proceso bioldgico de
variables como el pH, la temperatura, la concentraciéon de nutrientes, etc., manteniendo
constate el valor de la tasa de crecimiento especifica de los microrganismos, o bien, fijados los
anteriores efectos, analizar el efecto de la tasa de crecimiento sobre el proceso.

De esta forma se puede separar los distintos efectos, para finalmente, obtener informacién
gue permita mejorar el proceso biolégico u obtener modelos matematicos mas exactos.

El principio de funcionamiento de estos sistemas es el siguiente:

Se dispone de un volumen constante de cultivo. En este cultivo sera donde los
microrganismos residiran. Existe un flujo de medio fresco que alimenta el cultivo de forma
continua, consiguiendo de esta forma un aporte de sustrato para que los microrganismos
puedan crecer.

Debido a que el volumen de cultivo debe permanecer constante, también existe un flujo de
salida de cultivo antiguo. En este flujo de salida eliminara los residuos generados, sin embargo,
también extraera parte de los microrganismos.

De esta forma, estableciendo un flujo constante, el sistema tenderd a estabilizarse en una
tasa de crecimiento especifica.

Dentro de los cultivos continuos, se pueden destacar el quimiostato y el turbidostato, siendo
estos los mas representativos.

Quimiostatos

Un quimiostato es un tipo de biorreactor en el cual se afiade medio fresco de forma continua,
a la misma velocidad que se elimina el medio del cultivo antiguo. El liquido que se extrae posee
nutrientes, metabolitos e incluso parte de los microrganismos del cultivo. Ajustado la velocidad
con la que se afiade medio fresco, se puede ajustar la tasa de crecimiento especifica del
microorganismo dentro de unos limites.

Si se aumenta la velocidad de flujo, se produce un lavado de cultivo, con medio fresco;
mientras que, si se disminuye, la inanicién (o falta de nutrientes) provoca el fallecimiento de
bacterias. Es decir, se puede controlar de modo independiente la densidad de poblacidn celular
y la velocidad de crecimiento del cultivo. La primera se controla modificando el factor de dilucién
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cuando esta en régimen permanente, y la segunda se controla ajustando la concentracién de
nutriente limitante en la cdmara.

Los quimiostatos trabajan mejor para tasas de dilucidn pequefias, en este caso es cuando se
da una mayor estabilidad.

Turbidostatos

Un turbidostato es un dispositivo controlado por realimentacién. Este dispositivo mide la
densidad poblacional de células en el medio de cultivo. Mediante el control de un sistema de
actuadores, un turbidostato es capaz de mantener una concentracién celular bacteriana
determinada de manera continua. En este tipo de cultivos, la velocidad de crecimiento viene
determinada por la concentracidn bacteriana, a diferencia del quimiostato, donde venia fijada
por la velocidad de flujo, o tasa de dilucién.

En los turbidostatos, la maxima estabilidad se consigue a velocidades de dilucidn altas, donde
se producen grandes cambios en la concentracién celular, es decir, en la biomasa, como
consecuencia de la variacién en la velocidad de dilucién. Por lo tanto, los turbidostatos son
ideales para la caracterizacién de sistemas bioldgicos sin limitacion de nutrientes, que es cuando
se desarrolla la maxima velocidad de crecimiento celular.

Ademas de mantener una concentracion de células constante, la cantidad de sustrato, en
régimen permanente, para cultivos continuos, permanece a niveles muy bajos de concentracion.
Esto es especialmente util, por ejemplo, en estudios de regulacion metabdlica de sustrato
limitante, asi como en muchos otros.

Comparacion y Seleccion

Se ha decidido realizar la construccién de un turbidostato. La principal razén es que en un
guimiostato es un requisito conocer la concentracién de sustrato existente en el cultivo, pues se
utiliza para ajustar la velocidad de crecimiento de microrganismos en el medio.

La determinacion de la concentracion de sustrato no es un proceso trivial, con lleva realizar
experimentos mucho mas dificiles y caros que medir la concentracidén celular en el caso del
turbidostato.

Ademas, un turbidostato es un sistema realimentado, que permite realizar un control sobre
el mismo en funcidn de la concentracion celular. De esta forma se pueden atenuar errores de
medida o de modelado.

Por tanto, el dispositivo seleccionado para su construccion es un Turbidostato.

Qué es un Turbidostato

Un Turbidostato es un dispositivo mecatrdénico controlado por realimentacién que mantiene
una densidad de poblacidon celular constante en un volumen de control.

La camara de cultivo esta sensorizada, y permite realizar medidas de forma periddica del
estado de la concentracién de biomasa en su interior.
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Segun la concentracién actual de biomasa se aplicard una tasa de dilucién. La tasa de dilucién
se traduce a un flujo de medio fresco que depende del volumen de control.

El flujo es generado por la accion de una bomba de jeringa. Se eliminara el volumen de cultivo
sobrante por la acciéon de una bomba de aire.

Una visidn general del sistema completo se puede observar en la siguiente ilustracién:

Deposito de
: \ 4
medio fresco Y
A4 v

A 2 Sterile Air
Bomba de Jeringa Y (\t‘éh".ula de
distribucion ;
A
—_—
Vasijas
Sistema de Control de cultivo

llustracion 1 - Esquema de funcionamiento global del turbidostato

Limitaciones

En la actualidad existen biorreactores comerciales, pero estos no estan enfocados a
investigacion. Por tanto, estos tienden a ser demasiado grandes y tienen software protegido que
imposibilita su modificacion. Ademas, estos biorreactores necesitan grandes cantidades de
volumen para mantener las tasas de dilucidén y son excesivamente caros.

Algunos investigadores se decantan por disefiar por ellos mismos sus propios sistemas de
cultivo continuo, los cuales varian notablemente entre ellos, segln las necesidades del
investigador. Esto lleva muchas veces a sistemas rigidos y poco robustos, debido a la
complejidad de los sistemas de cultivo continuo.

En el caso de los turbidostatos, este hecho se acentla aun mas, debido a la necesidad de
aplicar conceptos especializados de ingenieria electrénica y de control.

En cuanto a las limitaciones de medicién de los pardmetros caracteristicos de un medio
microbiano, se puede decir que son elevadas.

No se puede realizar mediciones de la cantidad de biomasa directamente, por tanto, se tiene
que utilizar la relacién existente entre densidad dptica y biomasa. Esta relacidn varia para cada
tipo de microorganismo.
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Por lo que tipicamente se trabaja con densidades épticas sin llegar a calcular la concentracion
de biomasa. Se puede hacer este cambio, debido a que, en definitiva, la densidad éptica es una
medida de la concentracién de biomasa.

La medicién de concentracidn de sustrato queda totalmente descartada. Ya que, no existe
ningun método que pueda medirla de forma on-line. Existen en la actualidad métodos para
determinar la concentracién de sustrato de forma off-line, pero estos no nos interesan ya que,
en el turbidostato serd necesario realizar un control de forma periddica. Ademas, estos procesos
de medicién son lentos y caros.

Por lo que es un parametro al que no se tendrd acceso para efectuar el control.

La tasa de crecimiento tampoco se puede medir, pero esta si que se puede estimar a partir
de la evolucion temporal de la concentracion de biomasa (o usando la densidad dptica). En este
proyecto se usara un observador deslizante de segundo orden que asegura converger en tiempo
finito al valor real de tasa de crecimiento.
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3. DISENO E IMPLEMENTACION HARDWARE DEL
SISTEMA

Unidades Funcionales del Sistema

Un turbidostato estd compuesto por las siguientes partes funcionales:

e Estructura fisica

e Sistema electrénico

e Sistema de alimentacion del cultivo
e Sistema de control

Se procederd a continuacion a realizar una breve descripcion de cada una de las unidades
funcionales del sistema. En esta se expondra la funcion que desempena y los problemas
principales que se deberdan resolver.

Estructura fisica:

La estructura fisica del turbidostato influira en gran medida en el comportamiento final. Esto
es debido a que la estructura debera proporcionar una buena sujecién a los sensores y ademas
debera protegerlos de la luz exterior, para asegurar una medida sin ruido.

Sistema electronico:

El sistema electrénico engloba todos los componentes electrdnicos que se utilizan en el
proyecto. La tarea mas importante es la sensorizacién de la concentracidn celular. Ya que,
disponer de unas medidas exactas facilitara la tarea de control. También se deberd de mantener
homogéneo el cultivo, por lo que sera necesario implementar un agitador magnético.

Se utilizard un microcontrolador para manejar los componentes electrénicos. Por ultimo, el
microcontrolador debera poder comunicarse con el ordenador, que sera el sistema de control,
para pasarle la informacién de los sensores.

Sistema de alimentacion del cultivo:

En este sistema realizard la tarea de alimentar al cultivo con medio fresco. Por otro lado,
también se encargara de mantener constante el volumen de cultivo dentro de la cdmara del
turbidostato.

Sistema de control:

Este sistema se encargard de calcular la tasa de dilucién necesaria para alcanzar a la
referencia de concentracion de biomasa. Estard implementado por un programa en Matlab. Este
programa se ejecutara en un ordenador y se comunicard con los demas componentes a través
del microcontrolador. También podra comunicarse directamente con el sistema de alimentacion
de cultivo para enviar la accion de control calculada.

Por ultimo, el programa en Matlab permitird monitorizar el estado del turbidostato y
permitira tomar decisiones de alto nivel, como elegir el tipo de control, ajustar valores de
referencia o guardar los datos del experimento.
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Estructura fisica

Cdmara porta-vasija

La cdmara actla como soporte para la vasija de vidrio, asi como para la placa de medicién de
la biomasa. Tiene ranuras donde se insertaran los sensores de luz que mediran la intensidad
recibida por parte del emisor de luz.

llustracion 2 - Cdmara porta vasija

Tiene un agujero pasante a través del voladizo, por el cual pasara el haz del laser emisor de
luz

llustracion 3 - Detalle de la cdmara porta vasija

Soporte para motores

Se le adjuntara un soporte para el motor paso a paso, el cual movera el agitador magnético
del medio de cultivo, como se ha explicado anteriormente. El soporte para imanes (Véase
apartado siguiente), se coloca en el interior de la pieza mostrada en la llustracién 3.12, con los
imanes colocados en su interior. EIl motor se colocara en la base de dicho elemento y sera
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atornillado a los agujeros roscados de los extremos. Si éstos no estuvieran roscados
posteriormente a su impresidn, se roscarian manualmente, con la herramienta adecuada. El
ensamblaje de estos tres elementos se coloca en la base del soporte de la vasija de vidrio.

llustracion 4 - Soporte para motor

Soporte para imanes

Se colocaran dos imanes en el soporte para imanes. Este elemento se insertard en el eje del
motor paso a paso, que cuando gire, movera las barritas de imanes colocadas en el cultivo,
provocando agitacién en el medio.

llustracion 5 - Soporte para imanes

Sistema Electronico

Microcontrolador

Serd necesario la utilizacién de un microcontrolador que maneje todos los componentes
electrénicos del sistema y que se comunique con el ordenador.

Un microcontrolador es un circuito integrado programable que ejecuta las drdenes que tiene
almacenadas en su memoria. Existen gran diversidad de microcontroladores, por ejemplo, PIC,
Arduino o ARM.

Para este proyecto se ha tenido en cuenta las siguientes caracteristicas para elegir qué
microcontrolador utilizar.

Debido a la naturaleza de prototipo del proyecto, es recomendable usar un microcontrolador
que facilite las operaciones de debug (correccion de errores de programacién). Ademas, se
necesita que pueda manejar como minimo dos entradas de interrupciones externas debido al
tipo de sensores que se van a utilizar, esto se explicard en mas profundidad en el apartado de
captacién de potencia luminica.
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También debera de poder comunicarse a través del puerto COM de ordenador.

Por tanto, teniendo en cuenta estas necesidades se ha elegido el microcontrolador Arduino
UNO.

Arduino es un microcontrolador de cddigo abierto, facil de usar tanto a nivel de hardware y
software. Es ampliamente utilizado para realizar prototipos o incluso proyectos de ingenieria.
Existe una gran cantidad de informacidn en Internet, lo cual hace que sea una buena plataforma
para desarrollar proyectos.

Arduino Uno, dispone de un regulador de tensidn y puede ser alimentado via USB. Se usara
el propio regulador de tensidon de Arduino para alimentar a los demds componentes
electrénicos.

Se deberdan tener en cuenta son que Arduino Uno tiene una tension de trabajo de +5 V. Esto
serd crucial para el uso de los demds componentes electrénicos.

Relacion de la Espectrofotometria con la Biomasa

La finalidad de medir la densidad 6ptica del cultivo es estimar la cantidad de bacterias
presentes en éste. Existe una relacidn entre la densidad dptica y la concentracidn de bacterias,
esta relacion varia segun el tipo de bacteria, debido a pardmetros como: el tamaiio de la bacteria
o su densidad.

Esta relacion entre densidad dptica y concentracidn celular deja de ser lineal para cantidades
grandes de células (mas de 1077 cels/ml). Normalmente se trabajard con concentraciones
celulares inferiores a este limite por lo que no supondra un problema, y se podrd suponer que
existe una relacién proporcional entre densidad dptica y concentracion celular.
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llustracion 6 - Grdfico relacion absorbancia y concentracion celular

En bibliografia especializada existen datos experimentales que permiten determinar esta
relacion.

Mas adelante, en el apartado de control del turbidostato, se comprobara que no serd
necesario calcular la concentracién de biomasa. Se podra utilizar directamente el valor de
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densidad dptica para realizar el control, fijando como referencia a alcanzar un valor de densidad
Optica.

Medicion de densidad optica

La densidad éptica es una magnitud fisica que mide la absorcidon de un elemento éptico por
unidad de distancia, para una longitud de onda especifica. Cuanto mayor sea la densidad dptica
de una sustancia, mas dificil sera que un haz de luz atraviese a la misma.

Se calcula de la siguiente forma:

DO = 1 -log1o (1—0>
L I
Siendo:
L: grosor de la muestra medido en cm.
I,: Intensidad del rayo que atraviesa a la muestra.
I: Intensidad del rayo sin que atraviese a la muestra.

En los espectrofotdmetros comerciales, L, estda normalizado a 1 centimetro. En el presente
proyecto, L coincidira con el didametro interior del tubo de cultivo (1.5 centimetros).

Ademas, en los espectrofotdmetros es necesario realizar una calibracion antes de realizar
una medida de densidad dptica. Esta calibracidn se realiza para evitar el error de pérdida de
intensidad debido a la interaccidon de la cubeta o el solvente. Para evitar este error se hace una
primera medida con una solucién de referencia (“blanco”), que contenga todos los componentes
que influyen en la medida, menos el que se pretende medir.

Posteriormente todas las medias que se realicen, se haran referidas a esta medida inicial.
Este proceso se denomina comunmente con “fijar el blanco”.

Este proceso se traduce en que, para medir densidad dptica, serd necesario realizar una
medida inicial para determinar el valor de I. En esta medida inicial, sélo se colocara el tubo de
cultivo con el medio fresco que se vaya a utilizar para hacer crecer a las bacterias. Este valor se
guardarad y se hard referencia a él en las futuras medidas. De forma que se puede estimar con
gran exactitud cudnta intensidad se ha perdido al atravesar el cultivo con bacterias.

Este pardmetro es de vital importancia, ya que todas las medidas dependen de este. Este
pardmetro puede variar de forma significativa, haciendo que el sistema mida de forma errénea.
Esta variacion es debida a diversos factores, se explicaran a continuacién, de mayor a menor
influencia, estos factores y cdmo prevenir su efecto.

El primer factor es el tubo de cultivo de vidrio. Normalmente se utilizan cubetas cuadradas y
siempre se colocan orientadas de la misma forma para medir. Esto se hace, porque cada cara de
la cubeta, debido a que no es perfecta, tiene una refraccidn dptica distinta. El problema es que
en el caso del turbidostato, el tubo es cilindrico. Por tanto, cuando se manipula el tubo de vidrio,
es dificil mantener la orientacidn inicial. Se probd en el laboratorio a realizar pequeiios giros
para observar su influencia en la medida y resulté ser nefasta, obteniendo desviaciones en la
medida superiores al 50%. La solucidn es que una vez que se haya insertado el tubo de vidrio,
evitar toda manipulacién una vez que se haya se haya realizado el calibrado.
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Se ha tenido en consideracidon que en el futuro puede que sea necesario realizar alguna
manipulacion del turbidostato mientras esté en funcionamiento. Por tanto, se probd a marcar
el tubo de vidrio con una linea negra, de esta forma si que se podia mantener la orientacion del
tubo de vidrio. En este caso, se probd a mover el tubo y a reorientarlo, obteniendo una
desviacion de 3% en las medidas. Se redujo notablemente la desviacidn, por tanto, usando esta
técnica se puede manipular el tubo del turbidostato, no obstante, es conveniente evitar toda
manipulacién para asegurar una medida correcta

El segundo factor es la influencia de la luz exterior. A pesar de que se ha aislado los sensores,
la luz sigue afectando a las medidas. Por tanto, lo que se ha propuesto es reducir la abertura que
existe en el porta-vasijas, ya que esta es muy grande. En los biorreactores comerciales, existen
una rendija para poder observar el interior directamente, pero estas en relacién con el tamafo
son mucho mas pequefas que la que se tiene con el disefo actual. Por tanto, la solucidn es evitar
en la medida de lo posible variaciones en la luz ambiental, cubriendo el turbidostato con una
caja, por ejemplo. Aun asi, seria recomendable en el préoximo disefio reducir ain mas el tamano
de las rendijas para evitar este efecto. Se han realizado pruebas, y manteniendo una luz
ambiental estable si que se pueden realizar medidas con un alto nivel de repetitividad.

El ultimo factor que influye es el calentamiento de los sensores y el médulo laser. A pesar
que se eligié un mddulo laser que ofreciera una potencia luminica de salida estable, existe un
periodo de calentamiento en el que la potencia de salida varia. Es recomendable esperar que el
laser trabaje en el estado estacionario para realizar medidas mas robustas. Se han realizado
pruebas y tipicamente las medidas tardan en estabilizarse por la accién del calentamiento, unos
treinta segundos. La solucidn es activar el laser un minuto antes de cuando se requiera realizar
una medida, esto no suponen ningln problema ya que el tiempo de muestreo tipico es de 3
minutos. Otra solucién seria mantener el laser siempre encendido, el inconveniente es que de
esta forma la vida util del laser se reduciria. Por otra parte, puede que someter a las bacterias a
radiacidn constante afecte al desarrollo de las mismas.

Aparte de estas consideraciones para evitar que I varie durante el desarrollo de una prueba
se ha disefiado un sistema para estimar su valor de forma online.

Este consiste en tener un segundo sensor, al que le llegard una fracciéon de la potencia
luminica emitida. Disponiendo de este valor se podra estimar la potencia luminica que se esta
emitiendo en el instante.

Laser Vidrio

Fotodiodo
650nm | 900,

signal
| -

Fotodiodo
llustracion 7 - Principio de funcionamiento de medicion de densidad dptica

El haz laser se refracta en dos debido a la existencia de una placa de vidrio orientada a 45
grados. La mayor parte de la potencia luminica emitida atravesara la placa de vidrio, llegando al
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tubo de cultivo. El resto de la potencia luminica sera reflejado directamente sin pasar por el
cultivo.

La relacién, entre la cantidad de potencia que atraviesa y la que es reflejada, se calculara a
partir del calibrado realizado inicialmente.

Finalmente, una vez obtenida esta relacién, a través de la medida de los dos sensores
podremos determinar Io e I, obteniendo de esta forma la densidad dptica.

Emision de Potencia Luminica

Para poder medir la densidad dptica en el turbidostato es necesario disponer de una fuente
de radiacion. Existen varios componentes que pueden cumplir esta funcidn, como: diodos LED
o l[dmparas haldgenas.

El objetivo de emitir una radiacion es poder cuantificar cudnta potencia luminica se pierde al
atravesar el cultivo.

Por tanto, sera necesario una fuente emisora de relativa potencia para poder observar este
fenémeno. Por supuesto, no deberd comprometer la integridad de los demds componentes del
turbidostato, como pueden ser las piezas de impresidn en tres dimensiones o incluso el propio
cultivo de bacterias.

Ademas, deberd disponer de una gran precisién y estabilidad. Esto es debido a que el
turbidostato trabajara de forma continua durante largos periodos de tiempo (llegando a trabajar
durante dias incluso).

Considerando estas dos necesidades, tanto potencia y precisién, se tomé la decision de
utilizar un médulo laser. Concretamente se utilizé el VLM-650-03-LPA.

Un maddulo laser estd compuesto por diferentes componentes.

El primero es un diodo laser cuya funcidn es la de generar la emisién. El diodo emite a 650
nm de longitud de onda (A), con una potencia de 1ImW. Se eligid esta longitud de onda porque
es visible por el ojo humano, lo cual facilitara su correcta instalacion y deteccién de errores. La
potencia elegida cumple con el objetivo de emisién sin ser demasiado grande como para
provocar saturaciones en los sensores.

El segundo componente es una lente que concentra toda la potencia luminica en un punto,
obteniendo de esta forma el haz laser. El punto laser generado tendra un didmetro de 61 mm
a una distancia de cinco metros segun especificaciones del fabricante. Es necesario tener un haz
concentrado debido a que se tendra que reflejar el haz en dos sensores distintos para poder
calcular la densidad éptica del cultivo. Esto se explica en mas profundidad en el apartado de
captacién luminica.

Y el Ultimo componente es una etapa de potencia permitird que la potencia de salida del laser
sea constante y segura. El mddulo laser necesita ser alimentado entre +2.6 V y +5 V,
demandando como mdaximo 50 mA.

En el funcionamiento del turbidostato, el laser debera estar encendido cuando se requiera
realizar una medida, por tanto, el mddulo laser debera de ser controlable a través del
microcontrolador Arduino.
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Debido a que el Arduino deberd controlar varios componentes electréonicos (sensores y
motores) se ha considerado usar un transistor BC547 para reducir la demanda de intensidad a
la que seran sometidas las salidas digitales. Este transistor trabajara en saturacién y el circuito
sera alimentado a +5 V que proporciona el Arduino. Debido a la caida de tension entre el emisor
y el colector (+0.6 V como maximo) la tensién con la que se alimentard al médulo laser serd de
+4.4 V cumpliendo con las especificaciones de alimentacion.

Captacion de Potencia Luminica

En este apartado se tratara todo lo relacionado con la captacién de potencia luminica, cuya
finalidad sera en ultima instancia determinar la cantidad de biomasa en el cultivo a través de la
absorbancia medida.

Existen diversos sensores que reaccionan a la luz, como los fotodiodos o los LDR (light
dependent resistor). Se ha optado por utilizar fotodiodos debido a que son sensibles a un rango
pequeiio de longitudes de onda.

La longitud de onda que se eligid para el emisor de potencia luminica es de 650 nm. Por tanto,
el sensor que se elija deberd tener maxima sensibilidad en esta longitud de onda y rechazar, en
la medida de lo posible, la influencia de otras.

Debido a que se estd utilizando una longitud de onda que estad dentro de la radiacién solar,
serd indispensable mantener a los fotodiodos aislados de la luz exterior. Por esta razon, los dos
sensores se encuentran dentro de la estructura del turbidostato, reduciendo al maximo la
entrada de luz exterior.

Dentro de los fotodiodos comerciales, existen de diferentes tipos: fotodiodos luz-a-
frecuencia, fotodiodos luz-a-corriente, fotodiodos luz-a-voltaje, etcétera. Inicialmente se eligié
el fotodiodo TSL253R.

El sensor TSL253 es un fotodiodo luz-a-voltaje de alta sensibilidad alrededor de 650nm de
longitud de onda (A). Trabaja adecuadamente ante alimentaciones entre [2,7 V-5,5 V], con lo
gue no necesita de un circuito de adaptacion de alimentacién, y, ademas, lleva su propio circuito
integrado de amplificacion de sefial, lo que la respuesta medida puede ser directamente
traducida a irradiancia incidente.

Sin embargo, cuando se implementd en fisico, el sensor siempre saturaba. Esto es debido a
que la potencia luminica que emite el mddulo laser es superior a la que es capaz de medir el
fotodiodo. La irradiancia maxima que puede medir el TSL253 es de unos 90 uW/cm2. Por tanto,
se eligié un nuevo fotodiodo, cuyo valor maximo de medida fuese superior.

Se eligid el sensor TSL235, se trata de un fotodiodo luz-a-frecuencia con caracteristicas
similares al anteriormente usado. Sin embargo, el sensor TSL235 es capaz de medir irradiancia
de 1000 pW/cm?2.

El circuito implementado en su montaje es el siguiente:
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llustracion 8 - Circuito de conexidn eléctrica para el TSL235

El sensor convierte la luz a frecuencia, por tanto, es necesario ser capaz de medir esta
frecuencia a través del microcontrolador. Para ello, se ha implementado una rutina de
interrupciones que se encarga de contar los pulsos que produce el sensor durante un
determinado tiempo.

Esta metodologia tiene dos principales problemas.

El primero es que se necesita tener en el microcontrolador entradas digitales que se puedan
asociar a una interrupcion. En este proyecto se estd usando Arduino, y este sélo posee dos
entradas de interrupciones. Por tanto, solo se pueden usar dos de estos sensores. En
microcontroladores mas potentes esto deja de ser un problema ya que permiten usar mas
entradas digitales como interrupciones.

El segundo problema es que medir frecuencia genera gran cantidad de interrupciones en
frecuencias altas. Todos los microcontroladores tienen una capacidad maxima de
procesamiento, por tanto, si superamos ese limite, el microcontrolador se quedara paralizado
mientras que la fuente de interrupciones siga activa.

Este ultimo problema no ha aparecido usado el sensor TSL235, pero aun este asi genera
demasiadas interrupciones que pueden llegar a afectar el funcionamiento de otras tareas.

La solucién a este problema seria utilizar un divisor de frecuencia. Por ejemplo, se podria
utilizar un contador de 8 bits. En este caso, la seial del fotodiodo se usaria como la sefial de reloj
para el contador. De esta forma se reduciria en 256 veces la frecuencia del fotodiodo.

Agitador Magnético

Serd necesario mantener una mezcla homogénea en el cultivo de bacterias para que las
medidas que se realicen sean representativas el cultivo en su totalidad.

Se ha afiadido un agitador magnético en la base de la camara del turbidostato. Este agitador
se ha disefiado mediante impresién en tres dimensiones y sera movido a través de un motor
paso a paso.

Se colocara una barrita magnética dentro del medio de cultivo, y esta tendera a seguir el
movimiento circular del agitador magnético, ya que este posee dos imanes orientados con
distinta polaridad. El movimiento de la barrita magnética provocara que el liquido dentro de la
vasija de vidrio se mezcle.
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Se ha utilizado un motor paso a paso debido a su precisién. Un motor paso a paso permite
programar su velocidad sin la necesidad de una realimentacién. Esto supone una ventaja frente
a motores de continua, que si que necesitan de una realimentacién para controlar la velocidad.

Los motores paso a paso no alcanzan velocidades angulares elevadas, pero esto no supone
un problema ya que el agitador se debera mover a velocidades bajas (unos 60 rpm). Por otro
lado, se deberd evitar velocidades angulares grandes, ya que provocardn que la barrita
magnética sea incapaz de seguir al agitador magnético.

El motor seleccionado ha sido el 26M048B1U. Se trata de un motor paso a paso que se puede
alimentar a +5 V, lo cual facilitard el disefio del circuito de electrénico ya que todos los
componentes electrénicos se alimentan a esa misma tension.

Laintensidad que circulara a través del motor es superior a la que Arduino es capaz de ofrecer
por sus pines digitales. Por tanto, sera necesario utilizar un circuito intermedio que se encargue
de manejar la potencia del motor. Este circuito es cominmente denominado como “driver”, y
permitird convertir las sefiales eléctricas de baja potencia del Arduino, en sefales eléctricas con
suficiente potencia para actuar sobre el motor paso a paso.

Se ha seleccionado el circuito integrado ULN2003a como driver de motor. Este circuito es
ampliamente utilizado en aplicaciones industriales para mover motores paso a paso de hasta
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llustracion 9 - Circuito de conexion eléctrica del motor paso a paso

Placa de medicion de biomasa

En este apartado se disefiara la placa de medicidn de biomasa. La funcidn de esta placa serd
la de sujetar a los sensores en la posicidn correcta y también serd donde se colocara todos los
componentes electrénicos a excepcion del microcontrolador Arduino y el motor paso a paso.

Esta placa dispondrda de un agujero que coincidira con el didmetro exterior de la vasija porta
cultivos. De esta forma se podrd colocar la placa justo encima del soporte y quedara fija.

Inicialmente se propuso realizar esta placa en una placa perforada de todos de fibra de vidrio.
Normalmente se utilizan estas placas para realizar prototipos, ya que es un proceso menos
elaborado que la fabricacién de una placa de circuito impreso.

Se implementé la placa de medicién de biomasa y se comprobé que toda la electrénica
funcionaba correctamente.
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Sistema de alimentacion del cultivo

Bomba de Jeringa

Las bombas de jeringa son utilizadas normalmente para fines médicos. En estos casos se
encargan de suministrar de forma intravenosa al paciente liquidos, tales como antibidticos,
anestesia 0 medicamentos. Las bombas de jeringa estan disefiadas para trabajar con volumenes
pequefios (50mL) y disponen de una gran exactitud, consiguiendo ajuste de flujo de 0.5 a 10
mL/h.

En el presente proyecto, su funcién sera la de suministrar medio fresco a los cultivos de
bacterias. Las caracteristicas mas importantes son que la bomba sea capaz de trabajar con
volumenes pequefios (ImL) y que ejerza la suficiente presién para mover el medio fresco a
través del circuito.

Se propuso inicialmente fabricar una bomba de jeringa mediante impresion 3D. Con esta
propuesta se conseguiria reducir el coste del proyecto ya que las bombas de jeringas comerciales
cuestan sobre 700 a 1000 euros.

Debido a que en el laboratorio ya se disponia de una bomba de jeringa se decidié finalmente
usar esta bomba comercial. Pero en el futuro, esta bomba de jeringa podra ser sustituida por
una mas econoémica.

El modelo de bomba que se ha utilizado es el NE-1000. Este modelo permite suministrar
flujos desde 0.73uL/h (jeringa de 1 mL) hasta 2100mL/h (jeringa de 60mL). Dispone de
comunicacion serie RS-232. Se explicara en el Anexo 1, el protocolo de comunicacién serial con
la bomba de jeringa.

llustracion 10 - Bomba de jeringa NE-1000

Bomba de Aire
La bomba de aire cumplird una doble funcidn en el turbidostato.

La primera serad la de suministrar oxigeno al cultivo de bacterias. Se ha de tener en
consideracion que se tendrd que utilizar aire esterilizado para evitar posibles contaminaciones
en el cultivo bacteriano. El aire esterilizado se puede obtener haciendo pasar el aire por un filtro.

25



El objetivo de utilizar aire estéril es evitar que se introduzcan bacterias presentes en el aire
dentro de la cdmara de cultivo.

Por otro lado, también permitira mantener constante el volumen en el tubo de cultivo del
turbidostato. Esto se explica mas afondo en el apartado de tapdn para el cultivo.

Las caracteristicas que se tuvieron en cuenta en la selecciéon de la bomba de aire fueron:
potencia y ruido. Es necesaria una bomba que sea capaz de mover el liquido por el circuito de
alimentacién de cultivo, pero esta potencia no deberd ser demasiado excesiva como para poner
en peligro la integridad propia del circuito de alimentacién.

El turbidostato deberd permanecer encendido durante largos periodos, ademds este se
encontrard tipicamente en un laboratorio donde habra mas gente trabajando. Por tanto, es
recomendable reducir al mdximo el ruido que generard el turbidostato, para evitar
contaminacion acustica dentro del propio laboratorio.

Se ha seleccionado la bomba aPUMP, se trata de una bomba disefiada para airear acuarios
de peces de hasta 100 litros. Las caracteristicas mas destacables de esta bomba son su pequefio
tamanio, bajo consumo (1.5W) y es silenciosa (el ruido que genera es inferior a 35 dB). La presién
de aire que genera es la adecuada para cumplir su funcién en el turbidostato. Por ultimo, la
bomba se tiene su propia fuente de alimentacién por tanto permite ser alimentada
directamente de la red eléctrica.

llustracion 11 - Bomba de aire aPUMP
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Tapon para el cultivo

El tapdn del turbidostato posee tres tubos, siendo uno de ellos 2 centimetros mas largo que
los otros dos. Los tubos cortos se usardn para introducir aire y medio fresco, y el tubo mas largo
se permitird que el aire salga al exterior, permitiendo de esta forma la aireacion del cultivo.

Segln se vaya alimentando el cultivo con medio fresco, el nivel de liquido en el tubo de
cultivo subird. Cuando este nivel llegue a la altura del tubo largo, el aire no podra circular hacia
al exterior. Por tanto, el aire ejercerd una presion que empujara el liquido de cultivo por el tubo
largo hasta que el aire pueda volver a circular con normalidad, manteniendo de esta forma el
volumen constante en el tubo de cultivo.

M

lustracion 12 - Tapdn de silicona
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4. CONTROL DEL TURBIDOSTATO
Modelado

En problemas de control, tener un modelo del sistema que se pretende controlar es de vital
importancia. Ya que de esta forma se llega a entender mejor cuales son las causas de su
comportamiento.

Ademas, tener un modelo del sistema permite realizar simulaciones para observar cémo
afecta cada parametro al comportamiento global.

Por ultimo, permite reducir en gran medida la cantidad de pruebas fisicas que se deben
realizar (ya que se pueden hacer de forma simulada), esto se traduce en un ahorro en el coste
de disefio.

Un turbidostato es un sistema de cultivo continuo, en el cual unos microorganismos crecen
dentro de un cultivo debido a la existencia de un sustrato que utilizan de alimento. Es un sistema
de cultivo continuo debido a que existe un flujo de medio fresco y un flujo de salida que es igual
al de entrada. De esta forma se mantiene un volumen constante de cultivo.

Conforme los microorganismos crecen, la cantidad sustrato va disminuyendo. Existe una
relacion de rendimiento entre el crecimiento de microorganismos y el consumo de sustrato.

Ademas, existe una relacidn entre la cantidad de sustrato y la tasa de crecimiento, esta puede
ser de dos tipos: monod o haldane.

En el caso de la monod, al aumentar la cantidad de sustrato se aumenta la tasa de
crecimiento. Pero en el caso de la haldane, un aumento excesivo del sustrato puede provocar
gue se vuelva téxico para los microorganismos, haciendo que se reduzca la tasa de crecimiento.

0.12 - - v v

Monod

0.08

U 0.06 |

/

0.04 Haldane

0.02

0 500 1000 1500 2000 2500

llustracion 13- Relacion entre sustrato y tasa de crecimiento
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El flujo de entrada se normaliza en funcién del volumen de cultivo dando lugar a la tasa de
dilucion.

Las ecuaciones matematicas que representan el modelo del turbidostato son las siguientes:

X = p(x,s)x — Dx

$ = —y-ux,s)s + D(s;—5s)
D _F
v

Donde:

x: concentracién de microorganismos

S: concentracion de sustrato

s;: concentracidn del sustrato en el medio fresco

V: volumen del turbidostato

D: tasa de dilucidn

F: flujo

u(x,s): tasa de crecimiento especifica. Esta funcidon depende casi exclusivamente de s.
y: rendimiento, cantidad de sustrato para producir una unidad de biomateria.

En este modelo, se puede observar que al aplicar una tasa de dilucién (D) superior a cero, se
traduce en una disminucidn instantanea de la cantidad de microorganismos. Esto es debido a
gue cuando se introduce medio fresco, también se extrae esa misma cantidad liquido de cultivo,
llevandose este ultimo, microorganismos con él.

Por tanto, el incremento de cantidad de microorganismos es debido exclusivamente a la tasa
de crecimiento.

Por ultimo cabe destacar que se trata de un modelo no-lineal debido a que aparece el
término p(x, s)x . Por esta razdn, no se podrd aplicar estratégicas de control clasicas como el
lugar de las raices o la transformada de Laplace. Este hecho se traducira en un aumento de la
complejidad del control de forma significativa.

Disefo del Observador

En esta seccidn se explicard todo lo relacionado con el observador.

Un observador es una herramienta matematica cuya utilidad es estimar variables que son
dificiles de medir. Pueden ser dificiles de medir por dos razones. La primera es que no exista
ningun (o no se tenga acceso) sensor que sea capaz de medir esa variable fisica. La segunda
causa es que esa variable sea medible, pero exista ruido o perturbaciones que dificulten su
correcta sensorizacion.

La idea de funcionamiento de un observador consiste en que mediante las sefiales de entrada
y de salida del sistema, se puede estimar el estado de sistema.
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En este proyecto las variables de interés para poder aplicar el control son la concentraciéon
de bacterias y la tasa de crecimiento.

La concentracién de bacterias en el cultivo se puede calcular a través de la densidad 6ptica.
La tasa de crecimiento no se puede medir directamente. Por tanto, el observador que se ha
disefiado permitira estimar el valor de la tasa de crecimiento.

La tasa de crecimiento es afectada por la evolucién de la concentracidon de bacterias y el flujo
gue se esté aplicando en el turbidostato. Estos dos parametros serdn los que se utilicen como
entrada para el observador.

Existen diversos tipos de observadores, pero en este caso se ha tomado la decisién de usar
un observador discreto deslizante de segundo orden.

Este observador asegura convergencia de la variable estimada en tiempo finito, ademads es
robusto frente a incertidumbres del modelo y pardmetros, debido a que el observador esta
basado en las minimas suposiciones en dindmicas de bioprocesos.

Las ecuaciones que forman este observador son las siguientes:

Zy = (=D + pz, + 2pPlol?sign(0))z

Z, =x sign(o)

X
r-rn
1

H =Dz,
Donde z; es la biomasa estimada y i es la tasa de crecimiento estimada.

Donde «, B y p son parametros que se pueden ajustar para configurar la dinamica del
observador. El parametro p limita derivada maxima de la tasa de crecimiento.

En el ajuste de los valores de estos pardmetros se ha de tener un compromiso entre
sensibilidad y convergencia. La sensibilidad consiste en con qué exactitud se conseguira estimar
el valor de la tasa de crecimiento. Y la convergencia consiste en cudnto tardara el observador en
estabilizarse. Hasta que el observador no se estabilice, todos los valores que proporcione seran
erréneos.

Sin embargo, el pardmetro mds significativo sera p. Valores de p pequefios daran lugar a
sensibilidades altas, pero tendrd convergencias lentas. Sin embargo, valores elevados de p
resultard en una convergencia mas rapida, pero se obtendra una estimacién con menor
exactitud y ademas sera mas sensible al ruido.

El ajuste de estos parametros resulta finalmente en un proceso iterativo donde se va
variando el valor de cada uno de ellos hasta que se obtiene un comportamiento adecuado.

Debido a la naturaleza de los procesos bioldgicos, los observadores pueden llegar a tardar
horas hasta llegar a converger en un valor. Por tanto, en el ajuste de los pardmetros se debera
de tener en cuenta que una hora de tiempo de convergencia es un resultado aceptable.

Cuando se pretende realizar un control de un turbidostato se necesita el valor de la tasa de
crecimiento. Por tanto, hasta que no se estabilice el observador no se podria controlar el
turbidostato. Lo que se hace en la practica es controlar el turbidostato en bucle abierto durante
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una o dos horas, y una vez que el observador se ha estabilizado se pasa a realizar control en
bucle cerrado.

El Ultimo aspecto que se debe destacar sobre el observador es la inicializacién del estado del
propio observador. El estado inicial consiste en la informaciéon con de la que parte del
observador para empezar a estimar.

Por tanto, si se elige un estado inicial mas préximo al que tiene el propio turbidostato, el
tiempo de convergencia sera menor que si se parte de un punto mas alejado. Existen dos valores
que se deben inicializar, z; y z,.

El parametro z; es la concentracion bacteriana directamente, por tanto, se puede inicializar
este parametro al valor inicial de concentracién bacteriana.

El segundo, z,, tiene relacion proporcional con la tasa de crecimiento, pero debido a que no
se sabe a priori cual es la tasa de crecimiento inicial del sistema se inicializa este valor en cero.

Disefio del Control
En este apartado se tratara todos los aspectos relacionados con el control del turbidostato.
El objetivo del control es mantener la concentracién de bacterias en el valor deseado.

Para ello se tiene el valor de la densidad éptica del cultivo, que es un pardmetro relacionado
con la concentracidn celular, y la tasa de crecimiento obtenida a través del observador. Estos
dos pardmetros serdn la entrada para todos los controladores que se utilizaran. Por otro lado,
el flujo de medio fresco serd la accidon de control que permitira controlar al sistema.

La accién de control que se calculara con serd D y corresponde al flujo normalizado con el
volumen de la cdmara del turbidostato.

F
D =—
v

Donde:

D: tasa de dilucion

F flujo de medio fresco

V7 volumen de la camara de cultivo

Al introducir medio fresco dentro de la cdmara del turbidostato, provocara un aumento del
volumen del cultivo. Pero debido a la accion de la bomba de aire, se extraera liquido hasta volver
al volumen inicial. Por tanto, al afiadir medio fresco permitira la introducciéon de sustrato,
necesario para que las bacterias se desarrollen, pero también parte de las bacterias seran
expulsadas al extraer el volumen sobrante.

A la hora de disefiar un controlador se ha de tener en cuenta que cumpla con dos
condiciones: “no-wash out” y “no-bach”.

La condicidn de “no-wash out” se aplica en concentraciones de biomasa muy pequefias. En
esta situacion, si se aplica una accién de control superior a la tasa de crecimiento, lo que se
conseguira sera reducir la concentracidn celular, hasta llegar al extremo de hacerla cero. Esto
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significa que no habrd ninguna bacteria en el cultivo por lo que serd fisicamente imposible salir
de este estado.

La condicidn de “no-bach” se da cuando deja de haber sustrato en la cdmara del turbidostato.
La tasa de crecimiento depende del sustrato, por tanto, para concentraciones de sustratos
pequeios la tasa de crecimiento sera pequefia. Llegando incluso a detenerse todo crecimiento.

El control de un turbidostato se puede enfocar de diversas formas. Se puede realizar un
control proporcional a la tasa de crecimiento y la concentracién celular.

D = yux
1
V—x*

Donde:

D: tasa de dilucién

y: pardmetro de ganancia adaptativa

u: tasa de crecimiento del sistema

x: concentracion de biomasa

x*: referencia de concentracion de biomasa

Con este controlador se consigue que el sistema sea estable y tienda hacia el valor de
referencia de biomasa. Sin embargo, en la préctica este control es demasiado lento ya que
conforme se acerca a la referencia de biomasa la accidn de control es mas grande haciendo que
la biomasa crezca cada vez mas despacio.

Ademas, este controlador no cumple con la condicidn de “no-bach”.

Estudiando con detenimiento este control se puede observar en la accidn de control que la
concentracién de biomasa se divide entre la referencia de concentracion de biomasa. De esta
forma se elimina sus unidades, lo importante es la proporcidn entre estos dos valores. Por esta
razon se puede utilizar la medida de densidad éptica para calcular la accién de control.

0D = kx
oD* = kx*
Donde:
OD: densidad éptica del cultivo
OD"* : referencia de densidad éptica del cultivo
k : relacién proporcional entre densidad dptica y concentracién celular
Sustituyendo en la ley de control se obtiene:

D = yux

x kOD

k OD*
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Es indiferente utilizar concentracién celular y densidad dptica, siempre y cuando la relacidon
entre estos sea proporcional. Cabe recordar que esta relacion depende del tipo de
microrganismo y deja de ser proporcional para concentraciones celulares elevadas. Utilizar
densidad dptica en vez de concentracion celular, también sera aplicable para el siguiente control
gue se estudiara.

El instituto de Automatica Industrial e Informdtica (ai2) ha disefiado un controlador que
soluciona los problemas del controlador proporcional. Este nuevo controlador consigue que el
sistema alcance a la referencia en un menor tiempo y es mas robusto frente errores de
pardmetros y ruido.

Este controlador consiste en adaptar el valor de y conforme el sistema evoluciona.
Obteniendo finalmente un regulador que dispone de una accién proporcional e integral.

D = yux

1
= =D [A-a) (s~ x) - bl — x )] F)

Donde f(y) es una funcidon que limita los valores maximos y minimos que puede tomar
gamma, limitando en ultima instancia a la accién de control.

[Mirar como es la ecuacién de esta funcidn y poner la grafica]

Donde a y b son los pardmetros que permitirdn ajustar la dinamica del sistema. Estos
pardmetros deberan cumplir una condicidn para asegurar estabilidad y convergencia.

b>a—-1>0
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5.DISENO E IMPLEMENTACION SOFTWARE DEL
SISTEMA

Programa de Arduino

En esta seccidn se tratara todo lo relacionado con la programacién del microcontrolador
Arduino.

Tal y como se ha planteado el proyecto, el microcontrolador debera realizar las siguientes
tareas:

e Manejar el motor paso a paso para la agitacion magnética.
e Encender el médulo laser

e Maedir con los fotodiodos

e Comunicarse con el ordenador

El motor paso a paso deberd permanecer girando todo el tiempo que el turbidostato esté
encendido. El problema es que para que el motor paso a paso gire serd necesario generar una
serie de impulsos eléctricos de forma periddica. Por tanto, a nivel de programacion se utilizara
un temporizador que se ejecute cada 10 milisegundos y actualice las salidas digitales asociadas
al motor para que gire.

Se utilizard la libreria “TimerOne.h” para manejar uno de los temporizadores de Arduino. Las
instrucciones que se usardn son la siguientes:

Timerl1.initialize(10000);
Inicializa el temporizador y ajusta su periodo a 10 milisegundos.
Timerl.attachinterrupt(stepMotor);

Asocia una funcion llamada “stepMotor” a la interrupcién del temporizador. De esta forma,
cada 10 milisegundos se llamara a la funcion “stepMotor” que movera un paso al motor.

Arduino posee una libreria (Stepper.h) para manejar motores paso a paso. Las instrucciones
mas importantes son las siguientes:

Stepper myStepper(stepsPerRevolution, 8, 9, 10, 11);

Con esta instruccion se crea un objeto del tipo Stepper (motor paso a paso), asociado a las
salidas digitales 8,9,10 y 11. “stepsPerRevolution” es una variable del tipo “int” que representa
la cantidad de paso que debe dar el motor para dar una vuelta completa. Esta variable se utiliza
para poder fijar la velocidad angular del motor.

myStepper.setSpeed(motorSpeed);

Esta funcién fija la velocidad angular en revoluciones por minuto. El pardmetro
“motorSpeed” es la velocidad angular que se fijard, y debe ser una variable del tipo “long”. Esta
funcidn solo fija la velocidad, no hace que se mueva el motor.

myStepper.step(stepsPerRevolution / 100);
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Esta funcién hace girar al motor el nimero de pasos especificados. Este comando es el que
se encontrard dentro de “stepMotor”.

El médulo laser necesita ser conectado a una salida digital. Por tanto, se conectara el mddulo
laser al pin digital 4.

Serd necesario inicializar ese pin como salida usando el siguiente comando:
pinMode( 4, OUTPUT);

Por ultimo, el mdédulo laser se activara cuando se le aplique una tensién de +5 V, por tanto,
usaremos el siguiente comando para activarlo:

digitalWrite( 4, HIGH);
Y el siguiente comando para apagarlo:
digitalWrite( 4, LOW);

Debido a que los fotodiodos convierten la irradiancia medida en frecuencia serd utilizar
interrupciones.

Una interrupcion es una sefial que interrumpe la actividad normal del microprocesador y
entonces se pasa a atenderla. Existen tres eventos que pueden disparar una interrupcién:

e Un evento hardware, como pasar de tener un nivel bajo a un nivel alto en una entrada.
e Un evento programado, o temporizador
e Unallamada por software

En este caso se trata de una interrupcion por hardware. Las salidas de los fotodiodos estan
conectadas a los pines digitales del Arduino. Por tanto, cada vez que estas pasende OV a+5V
se producira una interrupcidn. De esta forma se podra contar cuantos cambios se producen en
un determinado tiempo y calcular finalmente la frecuencia de la sefial.

La rutina que se debera ejecutar para medir en pseudocddigo sera la siguiente:
1. Asociar el pin del fotodiodo a utilizar a una interrupcion

2. Esperar durante 1 segundo. Durante este tiempo se contard el nimero de interrupciones
gue ocurren.

3. Liberar la interrupcion del pin seleccionado para parar la generacidén de interrupciones.

4. El nimero de interrupciones contadas equivale a la frecuencia en Hz (esto es debido a que
se ha estado un segundo contando).
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A continuacidn, se mostrara las funciones que se deberan utilizar en Arduino para crear esta
rutina.

Es necesario crear una funcién que serad el manejador de la interrupcién. Esta serd llamada
cada vez que surja la interrupcién, y lo Unico que realiza sera incrementar en uno el valor de un
contador. De esta forma, cada vez que aparezca una interrupcién quedard registrado en el
contador. Esta funcidon se puede definir de la siguiente forma:

void irg(){

cnt++;

}

Donde “cnt” es una variable del tipo unsigned long donde se almacenara la cantidad de
interrupciones que se ha generado.

Después cada vez que se quiera medir sera necesario asociar esta funcién “irq” a uno de los
pines de digitales conectados a los fotodiodos. Para ello, se usara la siguiente funcién:

attachinterrupt (0, irq , RISING);
De esta forma se asociara la interrupcién al irq0, el pin 2 de Arduino Uno.

Una vez que haya pasado un segundo sera necesario eliminar la interrupcién para evitar que
siga contando. Se utiliza el siguiente comando:

detachinterrupt(0);

Para realizar una espera de un segundo lo recomendable no utilizar un delay(). Ya que este
comando para el funcionamiento del Arduino hasta que acaba el tiempo, impidiendo de esta
forma que se den las interrupciones.

Se ha de utilizar el comando millis() para generar la espera de un segundo. El comando milis
devuelve el tiempo en milisegundos desde que empezd el programa de Arduino. Por tanto, se
puede guardar el tiempo inicial usando millis() y después ejecutar un bucle que compare
continuamente el tiempo actual con el inicial.

Cuando la diferencia de tiempo supere un segundo se sale del bucle. De esta forma si que se
puede realizar una espera que permita que se den interrupciones.

Se ha de tener en cuenta que no todos los pines digitales sirven para realizar interrupciones.
En Arduino Uno solo se pueden generar interrupciones a través de los pines digitales 2 y 3. Esta
es la razdén por la cual solo se puede controlar un turbidostato con un Arduino Uno.

Sin embargo, si se usase un Arduino Due, se podria manejar interrupciones en a través de
cualquiera de sus pines digitales.

Arduino puede comunicarse con un ordenador. Para ello basta con conectar a Arduino con
el cable directamente a un puerto USB del ordenador. Esta comunicacién serd del tipo serial.

Se debera fijar una velocidad de transmisién de datos a priori. Esta serd usada tanto por el
Arduino como por el ordenador. En este caso se ha optado por utilizar 9600 baudios. Se podria
utilizar velocidades de transmisidn superiores, pero tampoco existe esa necesidad. Ademas, se
ha comprobado que a esta velocidad practicamente no existen errores de transmision.

36



En la comunicacidn serial se establece un protocolo que se debe seguir para poder realizar
un intercambio de informacién. Se ha disefiado un protocolo especifico para el proyecto, este
serd explicado en el Anexo 2 del proyecto.

Interfaz en Matlab

Funcionamiento

Se ha disefiado un programa en el entorno de programacion Matlab para poder realizar el
control del turbidostato y también permitira monitorizar su estado.

Matlab es un entorno de programacién ampliamente utilizado en el campo de la ingenieria.
Ademas, dispone de una gran cantidad de herramientas para realizar andlisis matematicos. Por
estas razones se elegido Matlab para realizar la interfaz del turbidostato.

El programa realizard dos funciones.

En la primera funcién se encargara de realizar el control del turbidostato. Para ello dispone
de un temporizador, que hard que se ejecute de forma periddica el programa de control.
Mientras que se realiza el control, también se mostrara la evolucién temporal de variables de
interés como puede ser la densidad dptica o la tasa de crecimiento.

Un ciclo del programa consiste en la realizacidn de las siguientes tareas:

Pedir lectura a Arduino

Recibir la medida de Arduino en unidades de irradiancia

Convertir la irradiancia a densidad dptica

Actualizar el observador con el nuevo valor de densidad dptica y la accién de control
aplicada

Calcular la nueva accién de control

Convertir la accidon de control, a unidades de volumen

Enviar la orden a la bomba de jeringa para que aplique el volumen necesario

Actualiza todas las graficas de la interfaz

s wN e
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Por otro lado, el programa posee una segunda funcionalidad. En este modo se simula el
comportamiento del turbidostato usando un modelo, e introduce los valores del modelo como
si fuesen las lecturas de densidad éptica del modelo. También se aplica directamente la accion
de control al modelo.

De esta forma se elimina la necesidad de tener el turbidostato fisicamente para poder realizar
pruebas con el programa.

Ademas, en modo simulacidn, el programa se ejecuta a mayor frecuencia por lo que se puede
simular toda la evolucidn del turbidostato, tipicamente de unas doce horas, en unos pocos
minutos.

Manual de usuario
En este apartado se explicara todo lo necesario para poder utilizar el programa de Matlab.
Cuando se inicia el programa aparecera la siguiente interfaz grafica.
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— Opciones del Timer. o=z 18
Tempo (min) | 10 0 02 0d 06 08 1 0 02 04 06 038 1
— Opciones de control Tasa de crecimiento (Observador) Medida fotodiodo 2
Accion de control (D) 0.0 0.0 mL 1 1
0.8 0.8
Referencia 0D 08 — Opciones Guardar Datos :
06
No Guardar Dalos 0.6
— Opciones de simulacién - Nombre del Fichero: 04 04
S—— 02 -
Xini | 008
0 . : . ‘ . i . . . ‘ )
zoi [ 07 0 02 04 06 08 1 G 0% nC G G H
P Ganancia adaptativa control
— Calibrado———————————_ 4 1
0D para fjar blance | 0.0
08 08
Sensor 1 0.0 06 06
Sensor 2 0.0 04 0.4
oD 0.0
0.2 0.2
0
0 0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

llustracion 14 - Interfaz programa Matlab

En ella se puede observador diferentes paneles con opciones y seis gréficas donde se
mostrara la evolucién temporal de las variables de interés.

Se explicard todas las funciones que puede realizar el programa.
Conexion Arduino:

Este panel se encarga de la conexidn con el microcontrolador Arduino. El programa detectara
al abrirse todos los dispositivos con los que se pueda conectar via puerto COM. Si no detectase
ninguno, el panel de Conexion Arduino aparecera de la siguiente forma, sin da la posibilidad de
elegir un puerto COM.

— Conexion Arduino

Puerto

Velocidad |os00 - .

Conectar ” De=sconectar

llustracion 15 - Panel Conexion Arduino

Una vez que se detecte un dispositivo en el puerto COM cambiara a este aspecto.

— Conexion Arduino

Puerto |COM3 -

Velocidad |og00 - '

Conectar ” Desconectar

llustracion 16 - Panel Conexién Arduino con lista de puertos COM

Apareciendo esta vez la posibilidad de elegir que puerto COM utilizar. Si se pincha la flecha
de la derecha permitira elegir otro dispositivo de la lista de detectados.

38



Este panel también permite seleccionar la velocidad de comunicaciéon en baudios con el
Arduino. Esta seleccionada por defecto 9600 pero si se pincha en la flecha de la derecha se abre
un desplegables con las velocidades tipicas de comunicacidn que se utilizan.

Conexion Arduing
Puerto

Velocidad o800 =]

13
Conect 0o
1 1200

— Opciones di 2400 —
—— 4300

ever O S

| 14400
Tiempo § 19200

— Opciones o 28200 —
38400

Accion de | STE00
115200

llustracion 17 - Detalle desplegable panel de conexion Arduino

Una vez seleccionados el puerto y la velocidad adecuados, se pinchard en el botén Conectar
para empezar la comunicacidon con Arduino. Por otro lado, el botén Desconectar cortara la

conexion con Arduino.
Conexion Bomba:

Este panel se encargard de todo lo relacionado con la bomba de jeringa.

- — Conexion Bomba

Puerto | COM3 -

Velocidad | 1200 v:
Rate 14

Diameter 19
e are—
[ Parar )
ot [ves

llustracion 18 - Panel Conexion Bomba

Dispone las mismas opciones para realizar la conexidn a través del puerto COM que el panel
de Arduino. Cabe destacar que por defecto la velocidad de comunicacién en este caso es 1200,
la necesaria para una correcta comunicacién con la bomba.

Ademas, este panel dispone de otras funciones.

Rate permite ajustar la velocidad de flujo a la que trabajara la bomba.
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En Diameter, se tendrd que introducir el diametro en milimetros de la jeringa que se estd
utilizando. Este valor se usara de forma interna para calcular cuanto debe avanzar el embolo

para poder suministrar el volumen de liquido necesario.
Ambos parametros, Rate y Diameter, estan inicializados los valores normales que se utilizan,
por lo que no serd necesario cambiarlos a no ser que se cambie de jeringa.

Lo que se ha visto hasta ahora permitird que la bomba de jeringa pueda ser usada
correctamente por el turbidostato. Por ultimo, en el panel existen mas botones que permitiran

manejar de forma manual a la bomba.
Esto es de utilidad para llenar o vaciar la jeringa, o realizar comprobaciones de calibrado.

En el Gtlimo edit se puede fijar qué cantidad de volumen queremos afiadir o quitar.

Opciones del timer:
Este panel permitird manejara el temporizador del programa.

COpciones del Timer

Timer ON | Timer C

Tiempo (min} 1.0

o

llustracion 19 - Panel de opciones del temporizador

En este panel se puede ajustar que tiempo de muestreo en minutos y encender o apagar el
temporizador. El tiempo de muestreo que se seleccione sera usado para realizar el control y las

simulaciones.

Opciones de control:
En este panel se podra seleccionar la referencia en OD que debera alcanzar el turbidostato.
— Opciones de control

Accion de control (D) 0.0

Referencia 0D 0.&

Ilustracion 20 - Panel opciones de control

Ademas, también mostrara el valor de la Ultima accidn de control aplicada. Se planea que en
el futuro permita ajustar pardmetros internos del control y que se pueda elegir qué control

utilizar.
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Opciones de simulacion:

En este panel se ajustara las opciones disponibles con la simulacidn.

— Opciones de simulacion

Mo simulando
Xini 0.05
Zini 07

llustracion 21 - Panel opciones de simulacion

Si se presiona el boton de No simulando, el programa pasara a simular el comportamiento
del turbidostato. Por lo que, en vez de leer los datos a través del Arduino, se tomaran
directamente del modelo.

Si se pretende realizar una simulacidon no es necesario conectar el Arduino ni la bomba de
jeringa. Se utilizard el tiempo de muestreo colocado en el temporizador para realizar la
simulacidn del modelo, sin embargo, el temporizador se ejecutara a una velocidad mucho mayor
de la especificada para que de esta forma se puedan obtener los resultados en pocos segundos.

Una vez que se activa la simulacién el panel pasard a este estado.

— Opciones de simulacion

Simulando
Xini 0.05
Zini 0.7

llustracion 22 - Panel opciones de simulacion activo

También permite ajustar unos parametros del modelo. Como son la concentracién inicial de
microorganismos (Xini), o la cantidad de biomateria mas sustrato inicial (Zini).

Calibrado:

En este panel se encuentran las opciones para realizar el calibrado de OD del turbidostato.

— Calibrado
0D para fijar blanco 0.0

’ Calibrar ] ’ Medir
Sensor 1 0.0
Sensor 2 0.0

oo 0.0

llustracion 23 - Panel de calibrado

En OD para fijar el blanco se introducira el valor de OD actual del cultivo. Este valor se puede
obtener tomado una muestra del cultivo y medir su densidad dptica en un espectrofotémetro.
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Una vez se introduce el valor de densidad dptica, se ha de presionar el botén de Calibrar, para
realizar el calibrado.

Entonces se realizara una medida de la densidad dptica del cultivo y se calibrarad para que
mida correctamente.

Después se puede realizar una segunda medida usando el botén Medir para comprobar que
la calibracién funciona correctamente.

Opciones Guardar Datos:

Este panel permitird guardar todos los datos de interés en un fichero. Los datos que guarda
son los siguientes: los valores medidos directamente por los fotodiodos, la densidad dptica, la
referencia de densidad dptica, la tasa de crecimiento y la accidn de control.

— Opciones Guardar Datos

Guardar Datos

Mombre del Fichero:

rezultados. bd

llustracion 24 - Panel de opciones para guardar datos

Permite introducir el nombre que se quiere dar al archivo.
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6. RESULTADOS

Ensamblaje final del turbidostato

Se mostraran a continuacion una serie de fotografias que ilustran el resultado del ensamblaje
de todos los componentes que forman el turbidostato.

En la siguiente fotografia su puede observar la cdmara de cultivo donde residird la vasija de
vidrio con los microorganismos. Concretamente, en esta imagen se pude observar que hay un
cultivo de bacterias dentro de la cdmara. De no haber bacterias el cristal de la cdmara estria
completamente transparente.

llustracion 25 - Cadmara de cultivo
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En esta ocasidn se puede observar el montaje final de todos los componentes del
turbidostato. En esta foto estan presentes: la bomba de jeringa, la bomba de aire, la cdmara de
cultivo y el propio ordenador.

llustracion 26 - Montaje final del turbidostato

Repetitividad de las medidas

Se han realizado una serie de pruebas para conseguir obtener una buena repetitividad en la
medida de los fotodiodos.

Los resultados de estas experiencias consiguieron detectar cual era la causa de la alta
variabilidad en las medidas: la manipulacién del tubo de vidrio (por las razones que se han
explicado en el apartado de captacién de potencia luminica).

Por tanto, en este apartado se verdn las pruebas que se realizaron que validan las
conclusiones que se obtuvieron.

Antes de empezar con las explicaciones de las pruebas cabe destacar que el en turbidostato
se utilizan dos fotodiodos. El primer fotodiodo sera llamado a partir de ahora Sensorl, y este
mide la potencia luminica que atraviesa el cultivo. Por otro lado, el segundo fotodiodo sera
llamado Sensor2 y este medira la potencia que emite el diodo laser sin pasar por el cultivo. Esto
se explica en mas detalle en el apartado de captacién de potencia luminica.

La primera prueba consistia en calcular la varianza en las medias cuando el tubo de vidrio era
rotado. De esta forma se podra calcular la varianza, para poder compararla en los siguientes
experimentos.

Se utilizé el tubo de vidrio sin cultivo en su interior, y el procedimiento que se seguia consistia
en medir y rotar de forma aleatoria el tubo. Obteniendo este resultado.
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Medida Sensorl - Rotar Tubo
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llustracion 27 - Grdfico medidas sensor 1 rotando el tubo de cultivo
Medida Sensor2 - Rotar Tubo
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llustracion 28- Grdfico medidas sensor 2 rotando el tubo de cultivo

Sensorl Sensor2

Promedio 22461,79 813,63
Varianza 2801205,73 397,91
Desviacion 1673,68 19,95

Desviacion % 7.451% 2.451%

llustracion 29 - Tabla resultados de medir rotando el tubo

Como se puede observar la distribucién de los datos en las medidas del Sensorl es mucho
mas aleatorio que en el Sensor2. Esto es debido a que rotar el tubo solo afecta a las medidas del
Sensorl, ya que son las que miden la potencia luminica a través del propio tubo.

En el caso del Sensor2, se puede estar dando dos fendmenos. El primero es que se esté
calentado el sensor por lo que hasta que alcance la temperatura final las medidas variardn. La
segunda opcidn es que la luz exterior esté afectando a las medidas. Este experimento se realizd
por la mafiana por lo que cada vez habia mas luz ambiente en el laboratorio conforme avanzaba
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el tiempo. Pero, aun asi, esta Ultima opcidon no es demasiado viable ya que las medidas se
realizaron en un intervalo de tiempo pequefio (alrededor de 15 minutos).

La siguiente prueba fue repetir este experimento realizando un cambio. En esta ocasion se le
colocd una marcar al tubo de vidrio para poder reorientarlo en la posicién inicial después de
haberlo manipulado.

Potencia lumninica medida

Potencia lumninica medida

Medida Sensorl - Recolocar tubo y medir
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llustracion 30- Grdfico medidas sensor 1 rotando y recolocando el tubo de cultivo

Medida Sensor2 - Recolocar tubo y medir
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llustracion 31- Grdfico medidas sensor 2 rotando y recolocando el tubo de cultivo

Sensorl Sensor2

Promedio 20995,63 870,72
Varianza 209992,56 40,08
Desviacion 458,25 6,33

Desviacién % 2,182% 0.726%

llustracion 32- Tabla resultados de medir rotando y recolocando el tubo
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Otra vez se vuelve repetir el fendmeno de que en el Sensorl las medias son mas aleatorias y
sin embargo en el Sensor2 las medidas tienden a crecer de forma gradual. Lo importante que en
este experimento la varianza ha disminuido significativamente, en comparaciéon con el
experimento anterior. Por lo que, recolocar el tubo en la misma posicién permite reducir la
variabilidad en la medida del Sensor1.

Por ultimo, se realizé otro experimento en el cual no se manipulaba el tubo. Simplemente se
colocabay se realizaba medidas de forma seguida.

Medida Sensorl - No mover el tubo y medir
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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llustracion 33 - Grdfico medidas sensor 1 sin mover el tubo de cultivo
Medida Sensor2 - No mover el tubo y medir

1070
©
< 1060
2 °
£ 1050
3 ¢ °
‘= 1040 { J { J { J
= [ ] ° L P o ®
€ 1030
E [ J ° [ J
e 1020 °
2 °
L 1010

1000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
N2 de medida

llustracion 34 - Grdfico medidas sensor 2 sin mover el tubo de cultivo

Sensorl Sensor2

Promedio 15660,59 1034,82
Varianza 56290,88 121,03
Desviacion 237,26 11,00
Desviacion % 1.515% 0.011%

llustracion 35 - Tabla resultados de medir sin mover el tubo
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En este caso, ambas graficas tienen una distribucidn aleatoria. La varianza en ambos casos se
ha reducir significativamente con respecto a los resultados anteriores. Por lo que, la mayor
fuente de variabilidad en las medidas es la manipulacién del tubo.

Lo ultimo que cabe destacar es que las medidas del Sensor2 se han estabilizado en esta
prueba, por lo tanto, puede que el efecto que se estaba observando en los experimentos
anteriores fuese debido al calentamiento del propio sensor.

Pero aun asi se deberia hacer una prueba enfocada a evaluar el transitorio de temperatura
en las medidas de los sensores, ya que, en este experimento, no se observa el efecto del
calentamiento en el Sensorl.

Puede que no se observe el efecto del transitorio de temperatura en las medidas del Sensorl
debido a que este recibe alrededor de 15 veces mdas potencia luminica, por lo que alcanza el
estado estacionario antes que el Sensor2.

Estabilidad de los sensores

Debido a que el turbidostato debera permanecer funcionando durante largos periodos de
tiempo. Se ha estudiado en apartados anteriores que los sensores se ven afectados por
diferentes efectos externos que provocan que sus medidas tengan variabilidad.

Por tanto, se debe asegurar que los sensores del turbidostato son capaces de medir de forma
precisa a lo largo del tiempo. Esto es debido a que la calibracidn solo se puede realizar una vez
al inicio del funcionamiento, por tanto, si varia la potencia luminica que emite el laser o aparece
algun ruido que modifique las medidas de los sensores, el turbidostato dejara de estar calibrado
y todas las medidas que tomo a partir de ese punto serdn errdneas.

Se ha realizado una prueba en la que el turbidostato media de forma periédica (cada tres
minutos) la misma muestra. De esta forma, si al acabar la prueba seguia midiendo los mismos
valores de potencia luminica significara que puede permanecer calibrado a lo largo del tiempo.

Estabilidad del Sensorl
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llustracion 36 — Estabilidad del sensor 1 a lo largo del tiempo
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llustracion 37 - Estabilidad del sensor 2 a lo largo del tiempo

2,5

Sensorl Sensor2

Media 17802,91548 899,396881
Varianza 873,4164 5,6
Desviacion 29,8536635 2,39045722
Desviacién % 0,17% 0,27%

llustracion 38 - Tabla resultados de la prueba de estabilidad

La prueba durd dos hora y media, durante el desarrollo de la prueba se mantuvo unas
condiciones de luz ambientales constantes. El resultado es que las medidas tienen una varianza

pequeiia, siendo la desviacion porcentual inferior al 0.3% para los dos sensores.

Por tanto, se ha conseguido una elevada estabilidad para los sensores. Pero faltaria realizar
una prueba donde las condiciones de luz ambiental fuesen desfavorables y variasen a lo largo
del tiempo. Para observar de este modo su efecto en las medidas.

Pruebas de calibrado

En esta seccion se mostraran los experimentos realizados para calibrar el turbidostato.

Recordando la expresién de calcular la densidad dptica vista en el apartado de Medicién de

densidad dptica.

Siendo:

OD: densidad éptica

1

I,
DO =7 -logso 7)

L: grosor de la muestra medido en cm.

I,: Intensidad del rayo que atraviesa a la muestra.
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I: Intensidad del rayo sin que atraviese a la muestra.

Se realizd una primera prueba utilizando dos filtros de 0.2 y 0.5 de densidad dptica. Estos
filtros tienen la ventaja que, si se colocan dos de ellos seguidos, sus densidades épticas se
suman, permitiendo de esta forma tener acceso a una gran cantidad de valores distintos de
densidad dptica.

La densidad dptica es la absorbancia por unidad de longitud. Por tanto, se podria pensar que
en este caso la longitud a atravesar es el espesor del filtro, menos de un milimetro. Esto es un
error.

Estos filtros estan ajustados para que su densidad éptica simule ser la densidad éptica de un
objeto de un centimetro de espesor. Esto se hace asi porque todos los medidores comerciales
de densidad dptica trabajan usando esta distancia para las muestras que miden.

Por tanto, para este experimento L tendra un valor de un centimetro.

Se muestra a continuacidn la prueba de calibrado usando filtros. Para ello se ha medido
inicialmente el valor de I sin poner ningun filtro, y después se ha colocado los distintos filtros y
sus multiples combinaciones, obteniendo las medidas de I,. Por ultimo, se ha aplicado la
ecuacion de la densidad 6ptica con las consideraciones anteriormente comentadas.

Calibrado usando filtros dpticos
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3 05 ODreal = 1,0389*ODmedida
R? =0,9986
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0 0,5 1 1,5 2 2,5

Densidad éptica medida (OD)

llustracion 39 - Prueba calibrado mediante filtros épticos

Se ha trazado una linea de tendencia para comprobar la validez del calibrado. Se ha
conseguido casi una relacién unitaria entre la densidad dptica real y la densidad éptica medida,
por tanto, el sistema consigue medir correctamente.

Cabe destacar el alto valor de R? siendo este practicamente igual a uno. Este valor representa
lo bien que se ajusta el modelo que se ha utilizado para explicar la relacién medida. En este caso,
el modelo utilizado es una recta de pendiente practicamente unitaria que pasa por el origen de
coordenadas. Esto quiere decir que estd calibrado el sistema, por lo que las medidas que toma
son iguales a la realidad.

Una vez comprobado que se puede medir densidades dpticas, se pasara a medir densidades
Opticas en el turbidostato.
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Debido a lo comentado en el apartado de Estabilidad de los sensores, se ha de evitar la
manipulacién de tubo de cultivo para asegurar la repetitividad de las medidas. Esto conlleva a
que realizar pruebas de calibrado se convierta en un proceso mas largo.

La razén es que no se puede manipular el tubo para asegurar que el valor de I se mantiene
constante a lo largo del experimento. Por tanto, no se puede vaciar el tubo de cultivo para
llenarlo después con otro cultivo de densidad dptica diferente, y realizar un experimento
parecido al anterior.

Se hicieron dos experimentos.
En el primero se utilizaba la técnica de reorientar el tubo de vidrio a la posicidn inicial.

Y en el segundo, se dejo crecer un cultivo durante varias horas y se midié de forma periédica
la densidad dptica, retirando un poco de cultivo directamente del tubo de cultivo cada vez que
se queria medir. Existe una relacion proporcional entre densidad éptica y absorbancia, que es la
longitud a travesar por el haz.

Se mostraran a continuaciéon los resultados de ambos experimentos. En el eje vertical se
colocara la densidad éptica real del cultivo medida con un espectrofotémetro. Y en el eje
horizontal el valor de absorbancia.

Se mide en esta caso la absorbancia ya que tiene una relacion proporcional con la densidad
Optica que depende de L. De esta forma se podra obtener el valor de L experimentalmente.

I
o -vaul})

Calibrado - Primer experimento
1,4
1,2

0,8

0,4
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0,2 R?=0,8792

Densidad dptica real (OD)
o
(o)}
{ ]

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Absorbancia medida (A)

-0,2

llustracion 40 - Primer experimento de calibrado usando bacterias
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Calibrado - Segundo experimento
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llustracion 41 - Segundo experimento de calibrado usando bacterias

En ambos graficos se ha trazado utilizado un modelo proporcional para determinar la relacion
entre absorbancia y densidad dptica. En el segundo experimento se consigue un ajuste mejor,
como demuestra su valor mas elevado de R?.

El primer experimento es mas facil que se haya podido producir un error en la medida debido
a la manipulacién del tubo de cultivo. Existen dos medidas que se separan en exceso de la
proporcién de las demas. Este efecto es mas notable si juntamos los datos de los dos
experimentos en una misma grafica.

Calibrado - Fusion de ambos experimentos
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llustracion 42 - Fusion de resultados de ambos experimentos

Los dos datos que se encuentran por debajo de la recta son seguramente debidos a errores

de manipulacion del tubo de cultivo, por lo que se pueden eliminar una vez han sido identificado
su causa.

Obteniendo la siguiente gréfica:
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Calibrado - Eliminando datos erroneos
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llustracion 43 - Eliminacion de datos anémalos

Se obtiene un valor muy elevado de R?, por lo que la relacién proporcional entre absorbancia
y densidad éptica es valida.

OD = 0.6587A4
L =1.5181cm

De esta forma se ha conseguido realizar el calibrado del turbidostato. Para calcula la densidad
Optica se debera utilizar el valor L obtenido en este apartado.

Usando este valor de L para calcular la densidad dptica de los experimentos anteriores se
consigue este resultado:

Medicion final de OD
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lustracion 44 - Calibrado final de OD

En la grafica esta representados la densidad éptica medida través de los sensores, frente la
densidad dptica real medida por el espectrofotdmetro del laboratorio. Ambos valore coinciden
casi perfectamente, obteniendo un R? de 0.9996 muy préximo a uno.
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Con todo esto, el calibrado y la medicion de densidad dptica quedan resueltas en el
turbidostato.

Pruebas de crecimiento bacteriano

Llegados a este punto, una vez resueltos los problemas de calibrado y de estabilidad de los
sensores, el siguiente paso es realizar una prueba con un cultivo de bacterias. Se tomd un cultivo
de bacterias en una concentracidn inicial de densidad dptica de 0.35.

Se dejé crecer al cultivo dentro del turbidostato y se midid de forma periddica (cada tres
minutos) la densidad dptica del cultivo.

El experimento durd aproximadamente una hora.

Prueba de crecimiento bacteriano

0,6

0,5 o ®

o000
o060

0,4 ........Q..OO

o000

0,3

0,2

Densidad dptica (OD)

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

’ ’

Tiempo (horas)

llustracion 45 - Prueba de crecimiento bacteriano durante 1.2 horas

Al final el experimento, el cultivo segun la medida del turbidostato habia alcanzado una
densidad éptica de 0.485. Se midié usando el espectrofotémetro del laboratorio y la densidad
Optica real del cultivo fue de 0.48.

De esta forma se ha podido validar el buen funcionamiento del calibrado del turbidostato.

Una vez realizada esta prueba se planificé una segunda prueba que durase mds tiempo y el
tiempo de muestreo fuese mas pequefio, de un minuto.

Hacer una prueba mas larga permite observar la evolucion completa del cultivo de bacterias,
y permitird mas adelante usar estos datos para ajustar los parametros del observador.

Los resultados de esta nueva prueba son los siguientes:
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llustracion 46 - Prueba crecimiento bacteriano durante 24 horas
En esta prueba el cultivo empezaba en una concentracion de 0.23 de densidad dptica.
En la grafica se puede observar tres tramos de diferenciados.

En el primer tramo, entre 0y 4 horas, el cultivo de bacterias crece de forma exponencial. Esto
es debido a que las bacterias tienen acceso a todos los nutrientes que necesitan.

En el segundo tramo, entre 4 y 15 horas, el crecimiento se ralentiza. La explicacién de esto
es que debido a que el tubo de cultivo se encontraba cerrado, no existia una renovacién del aire.
Por tanto, las bacterias se quedaron sin oxigeno y empezaron a trabajar de forma anaerdbica.
Trabajar sin la presencia de oxigeno se traduce en una actividad celular menor, por tanto, se
reduce la velocidad de su crecimiento.

Finalmente, en el dltimo tramo, a partir de las 15 horas, se detiene todo crecimiento debido
a que se han consumido la totalidad de los nutrientes presentes en el cultivo.

Una vez acabada la prueba se midid la concentracion del cultivo con el espectrofotdmetro y
resultd ser de 0.72 de OD. Sin embargo, la Ultima medida del turbidostato fue de 0.78. Esta
diferencia es significativa, por lo que se debe de estudiar el porqué de esta diferencia en las
medidas.

Se mostrard a continuacién los valores de las medidas de potencia luminica realizadas por los
dos sensores. El sensorl es el que mide la potencia luminica del haz laser después de atravesar
el cultivo. Por el contrario, el sensor2 es el que mide la potencia reflejada de salida del Iaser.
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Sensorl - Prueba crecimiento bacteriano
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llustracion 47 - Medidas sensor 1 durante la prueba de crecimiento bacteriano durante 24 horas

Sensor2 - Prueba crecimiento bacteriano
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llustracion 48 - Medidas sensor 2 durante la prueba de crecimiento bacteriano durante 24 horas

Media 902,949963
Varianza 186,197643
Desviacion 13,6504489
Desviacion % 1,51%

llustracion 49 - Tabla andlisis medidas sensor 2 durante el desarrollo de la prueba de 24 horas

En las graficas podemos observar la evolucidn temporal de la potencia luminica medida en
los sensores 1y 2.

En la gréfica del sensor 1 si que se ve reflejado el efecto del crecimiento del cultivo, con
forme existen mdas microorganismo menos potencia llega al sensorl. Sin embargo, la medida en
el sensor 2 debera de permanecer constante porque se usara para poder estimar la potencia
luminica que emite el laser.
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No se puede apreciar, debido a la escala, pero las medidas del sensor 1 siguen presentando
la misma variabilidad vista en la prueba de estabilidad de los sensores. Por otro lado, la
variabilidad en las medidas del sensor 2 en la grafica. Aun asi, esta variabilidad solo se traduce
en una desviacion porcentual del 1.51%, a pesar que esta sea mayor de las vistas en apartados
anteriores, sigue siendo aceptable.

Esta desviacién en las medias no es capaz de producir un cambio tan grande en la medicion
de densidad dptica, por lo que la diferencia existente entre la medida del espectrofotémetro y
del turbidostato debe estar causada por otra circunstancia.

Una vez descartado esto, la Gnica opcion que queda es que se realizase mal la medida con el
espectrémetro. Debido a que el experimento se inicidé un dia y se acabé al dia siguiente, se tuvo
que calibrar dos veces el espectrofotometro. Estas dos calibraciones se realizaron usando como
blanco una muestra del cultivo fresco, asi que es probable que las caracteristicas del blanco
cambiasen de un dia para otro, explicando de esta forma la diferencia en las medidas.

De todas formas, se debera realizar un experimento en el futuro para asegurar el buen
funcionamiento del turbidostato.

Observador

En este apartado se mostrard los resultados del observador. La funcidn del observador en el
proyecto es la de estimar el valor de la tase de crecimiento del cultivo a partir de las medias de
densidad dptica y de la accidn de control.

Se realizara una simulacién probando el funcionamiento del observador, esta simulacién se
realizard usando el programa de Matlab desarrollado en el propio proyecto.

Se simulard un cultivo que posee una concentracion baja de microorganismo y con una
concentracién alta de nutrientes. No se anadira mas medio fresco al cultivo, por tanto, los
microorganismos creceran durante un periodo y finalmente detendran su crecimiento. De esta
forma la tasa de crecimiento variara y se podra comprobar que el observador es capaz de seguir
las variaciones en la tasa de crecimiento.

Se han utilizado los siguientes valores para los parametros del observador:
x=11;=18;p=0.2
Y se ha utilizado un de tiempo de muestreo de un minuto.

Este es el resultado de la simulacidn:
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llustracion 50 - Simulacion del observador

Se puede observar en la gréfica superior que el cultivo empieza en 0.05 de densidad dptica y
acaba en 0.7 de OD.

En la grafica inferior se observa la tasa de crecimiento real (linea verde) y la estimada por el
observador (linea azul). Existe un periodo de tiempo de una hora aproximadamente en el que la
estimacion del observador se acerca lentamente hasta alcanzar el valor real de tasa de
crecimiento. Llegado a este punto, el observador es capaz de seguir con bastante fidelidad las
variaciones en la tasa de crecimiento. Por tanto, el observador funciona correctamente.

Cabe destacar que se dispone de la tasa de crecimiento real debido a que se trata de una
simulacidn y se puede obtener este parametro del modelo, pero en las pruebas fisicas no se
podra tener este valor para comparar si el observador funciona correctamente.

Por tanto, el siguiente paso es comprobar si funciona el observador con un proceso real.

Tal y como se habia explicado en el apartado anterior, se usara los datos de la prueba de
crecimiento bacteriano completo para ajustar el observador. Se usard en este caso los mismos
pardmetros como punto de partida, pero lo mas probable es que se tengan que modificar para
mejora su comportamiento.

Se mostrara a continuacion el resultado de usar el observador con los datos de densidad
Optica obtenido en el experimento con bacterias:
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llustracion 51 - Datos de densidad optica utilizados para el observador

Tasa de crecimiento estimada por el observador
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llustracion 52 - Observador trabajando con datos reales

En la grafica superior se puede observar la evolucidon de la concentracidn de las bacterias
medido en unidades de densidad éptica.

En la grafica inferior se observa la estimacion de la tasa de crecimiento del observador. En
esta ocasion vuelve a aparecer ese tramo inicial, en el que el observador avanza gradualmente
hasta estimar el valor real de tasa de crecimiento. Sin embargo, tarda mas en estabilizarse que
en el resultado de la simulacidn anterior.

Una vez se ha estabilizado, el observador estima valores de tasa de crecimiento que
coinciden con el estado de las bacterias comentado en el apartado anterior de pruebas de
crecimiento bacteriano.

En el tramo entre 5y 12 horas, existe una tasa de crecimiento pequefia que coincide con lo
previsto. Y finalmente la tasa de crecimiento se hace practicamente nula, que coincide también
con el cese de crecimiento de las bacterias.
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Se ha probado a modificar los parametros para obtener una respuesta mejor del observador.

x=15;=21;p=0.28
Tasa de crecimiento estimada por el observador
0,4
0,3
0,2

0,1

Tasa de crecimiento

Tiempo (horas)

llustracion 53 - Reajuste de los pardmetros y su efecto en el observador

En este caso, se producen estimaciones de tasa de crecimiento negativas en los primeros
instantes del observador. Una tasa de crecimiento negativa no tiene sentido a nivel fisico. Esto
es debido a que en este simulador no se ha inicializado correctamente el estado. Al modificar
los pardmetros, y sobre todo al haber aumentado el valor de p se ha conseguido que se estabilice
antes ligeramente. Sin embargo, ha aumentado la variabilidad de las estimaciones de forma
significativa.

El ajuste de los pardmetros del observador no es una tarea trivial. Con los datos que se
poseen actualmente se ha conseguido realizar un ajuste del observador. Sin embargo, se deberia
hacer otro experimenté con bacterias en las que no se limite su crecimiento y se alimenten de
medio fresco de forma continua. En este caso si que aportara mas informacion para el ajuste de
los parametros.

Control

En este apartado se verificard el funcionamiento del control implementado para el
turbidostato. Se utilizard la funcionalidad de simulacién del programa de Matlab desarrollado
en este proyecto.

Las leyes de control propuestas en el apartado de Diseiio del Control, necesitan el valor de la
tasa de crecimiento. Por tanto, en las simulaciones se utilizara el valor de tasa de crecimiento
que proporciona el observador. De esta forma se validara el funcionamiento global del sistema
control.

Se realizard primero la simulacidn del controlador proporcional.
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llustracion 54 - Simulacion control proporcional

En la primera gréfica se puede observar que el sistema consigue alcanzar la referencia (linea
verde) de densidad éptica de forma sobreamortiguada, sin embargo, tarda sobre 25 horas en
alcanzar la referencia.

En la segunda grafica se puede observar que las estimaciones de tasa de crecimiento que ha
realizado el observador son correctas.

Y en la ultima grafica se encuentra la accién de control que se ha aplicado al sistema.

A continuacién, se realizard la simulacion con el control disefado en el instituto de
Automatica Industrial e Informatica (ai2).

Se han utilizado los siguientes valores para los parametros del regulador:

a=22;b=2.0
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El ajuste de estos valores aln no esta estudiado, por lo que solo se pueden ajustar por el
método de prueba y error. Se han ido probando diferentes combinaciones hasta obtener la
siguiente respuesta:

0D medida
0.25 T T T T T

U_UE 1 1 1 1 1
0 b 10 15 20 25 30

Taza de crecimiento (Observador)

0.25 . . T . :

D&+ 1

0.05 .

U 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Accion de control

0.25 - . . . .

0.2

D.15

U 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

llustracion 55 - Simulacion control adaptativo

En la primera gréfica se puede observar que el sistema alcanza la referencia de densidad
Optica mucho antes que, con el controlador proporcional, tardando aproximadamente unas 15
horas. Ademds, el sistema se comporta ahora de forma subamortiguada, teniendo una leve
sobreoscilacion.

El siguiente paso es probar el funcionamiento de estos controladores en un experimento real
con bacterias. Pero esto no se ha podido realizar en el desarrollo del proyecto por falta de
tiempo.
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7.NORMATIVA

La Biologia Sintética suele trabajar de dos maneras distintas. Un campo es el llamado dry-lab,
el cual se enfoca en el disefio y andlisis de circuitos bioldgicos mediante métodos
computacionales. El otro campo es el llamado wet-lab, que se enfoca en la obtencidn de nuevos
organismos, con las propiedades objetivo, y con la estrategia adecuada para conseguirlas,
mediante el uso de agentes biolégicos y sustancias quimicas. El objetivo de la Biologia Sintética
no se podria conseguir sin la union de estos dos campos, que complementan el diseiio y la
mecdanica necesaria para lograr estas nuevas propiedades.

El uso de agentes bioldgicos y sustancias quimicas trae diferentes riesgos para la salud
humana, dependiendo del tipo de agente o sustancia que se haya utilizado. Esto conlleva a una
responsabilidad en las personas a cargo de estas actividades cientificas y usuarios del
laboratorio, pues es necesario un conocimiento profundo de las caracteristicas y riesgos que
afectan a la salud humana cuando se utilizan.

Para identificar y analizar los riesgos asociados a las diferentes operaciones con elementos
bioldgicos habitualmente ejecutadas en laboratorios biotecnolégicos, y de manera que se llegue
a conocer como tomar medidas de prevencién y control, los siguientes manuales y decretos
sirven como fuente de informacion.

Guia técnica para la evaluacion y prevencion de los riesgos relacionados con la exposicion
a agentes bioldgicos. Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo BOE n? 124, de 24 de mayo.
Ministerio de Empleo y Seguridad Social e Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo.

Manual de Seguridad para operaciones en laboratorios de biotecnologia y de tipo
bioldgico. Universidad Politécnica de Valencia (UPV).

Manual de Bioseguridad en el Laboratorio 32 Edicion. Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 1983.

Para sintetizar la informacién esencial sobre los procedimientos que probablemente van a
tener lugar durante la implementacién del circuito genético deseado, se han recopilado los
siguientes puntos. Se asume que la implementacién fisica del circuito bioldgico tendra lugar en
la Comunidad Valenciana. Asi, tanto las normativas de la Generalitat Valenciana, como las
normativas espafiolas deben ser consideradas.

Laboratorio como lugar de trabajo. Generalidades.

De acuerdo a lo dispuesto en el Real Decreto 486/1997 del 14 de abril de 1997, han de ser
respetadas las condiciones minimas de seguridad y salud en los lugares de trabajo. Atendiendo
a las actividades que seran desarrolladas, en caso de tener lugar en los laboratorios de la
Universidad Politécnica de Valencia, las actividades laborales que deben ser consideradas son:

a) Encargos docentes para trabajos académicos.

b) Investigacidn, incluyendo operaciones de preparacion, servicio de mantenimiento,
etc.
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En el Manual de Seguridad para operaciones en laboratorios de biotecnologia y tipo bioldgico
(UPV) los siguientes aspectos son mencionados mas detalladamente. Aqui, sélo se describen los
aspectos mas relevantes.

Orden e higiene: No sobrecargar las repisas y dreas de almacenamiento, asi como no obstruir
areas de paso o cerramiento. Tener cuidado con liquidos que se puedan derramar sobre las
mesas o el suelo y desechar los productos residuales en los contenedores adecuados. Limpia y
mantén de manera adecuada los materiales y equipamientos después de haber sido usados, y
deposita los productos en los lugares de almacenamiento.

Espacio de trabajo por trabajador: Altura desde el suelo hasta el techo: 3 metros. Superficie
libre por trabajador: 2 metros cuadrados. Capacidad cubica (volumen) no utilizada por el
trabajador: 10 metros cubicos.

Temperatura, humedad y ventilacion: El aislamiento térmico debe estar correctamente
adecuado a las condiciones climaticas donde esté situado el laboratorio. Los limites de
temperatura, humedad y ventilacién deben estar ajustados de acuerdo a lo establecido en el
Real Decreto 486/1997/Anexo lIl. Las condiciones de iluminacidn minima de acuerdo a lo
establecido en el Real Decreto 486/1997/Anexo IV.

1. Almacenamiento y manipulacién de productos quimicos.

Para la correcta manipulacidon y almacenamiento es necesario para el usuario identificar los
diferentes compuestos peligrosos, de acuerdo a lo dispuesto en el Real Decreto 363/1995 del
10 de marzo del 1995. No han sido utilizados compuestos peligrosos para este proyecto. El Real
Decreto 99/2003 del 24 de enero del 2003 incorpora las siguientes definiciones:

Substancias: Elementos quimicos y sus compuestos en su estado natural, o aquellos
obtenidos mediante cualquier procedimiento de produccidn, incluyendo los aditivos necesarios
para mantener la estabilidad del producto y contaminantes que resulten de utilizar esas
técnicas, excluyendo disolventes que puedan aislar sin tener influencia en la estabilidad ni en la
modificacion de la composicion.

Preparaciones: Mezclas o disolventes compuestos por dos o mds sustancias quimicas. 3.

2. Operaciones de manera segura en laboratorios donde se manipulen agentes
bioldgicos.

Para proteger la salud del trabajador de riesgos procedentes de la exposicion a agentes
bioldgicos durante el desarrollo de actividades, el Real Decreto 664/1997 del 12 de mayo de
1997 fue publicado dentro del marco regulatorio de la Ley 31/1995 sobre la Prevencion de
Riesgos Laborales.

De acuerdo a lo mencionado en el Real Decreto 664/1997 del 12 de mayo de 1997, los
agentes bioldgicos son definidos como microorganismos, incluyendo aquellos genéticamente
modificados, cultivos celulares y endoparasitos humanos, susceptibles de producir cualquier
clase de infeccidn, alergia o toxicidad.
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Alternativamente, un microorganismo se considera como cualquier entidad bioldgica, celular
0 no, capaz de reproducirse o transmitir material genético. Hay cuatro tipos de microorganismos
basicos: bacterias, hongos, virus y parasitos (protozoos, especies, etc.). Un cultivo celular es el
resultado del crecimiento in vitro de células obtenidas de organismos multicelulares.

Dependiendo del riesgo de infeccidn, el Real Decreto 664/1997 clasifica los agentes
bioldgicos en cuatro grupos. Los agentes bioldgicos necesarios para el presente proyecto son
agentes biolégicos de tipo 1, es decir, aquellos que tienen pocas probabilidades de causar una
enfermedad al ser humano.

Los agentes biolégicos mas propensos a producir cualquier tipo de riesgo de enfermedad
(grupos del 2 al 4 en orden ascendente de peligrosidad), pueden ser encontrados en el siguiente
link: http://www.mtas.es/insht/legislation/biologic.htm{#}anexo2.

Antes de empezar cualquier actividad la cual implique la manipulacion de agentes bioldgicos,
éstos deben ser identificados de entre un inventario. Los métodos de control para agentes
biolégicos estan orientados de acuerdo a los ya mencionados grupos de agentes bioldgicos. A
este respecto, los métodos de control para los agentes bioldgicos de este proyecto son Métodos
de Control del grupo 1.

Algunas medidas preventivas de caracter general para laboratorios con Control de ler Nivel
(métodos de control del grupo 1) estan descritas en el Manual de Seguridad para operaciones
en laboratorios de biotecnologia y tipo bioldgico (paginas 84-87). Algunas de las
recomendaciones de interés para agentes bioldgicos de tipo 1, ademas de los métodos
preventivos generales, son:

- No utilizar pipetas con la boca. Utilizar dispositivos adecuados.

- Utilizar bata de laboratorio para prevenir la contaminacidn en la ropa normal. No utilizar
bata de laboratorio fuera del laboratorio.

- Utilizar siempre proteccion ocular cuando exista riesgo de salpicaduras. Si es posible,
gue sean materiales plasticos en lugar de materiales de vidrio, para disminuir el riesgo
de corte.

- Hacer una descontaminacién de las superficies de trabajo al menos una vez por dia, y
siempre teniendo en cuenta el riesgo de derramamiento.

- Todos los usuarios del laboratorio deben lavarse las manos después de la manipulaciéon
de materiales infecciosos y a la hora de abandonar el laboratorio.

Con respecto al transporte de materiales biolégicos, se deben tener en cuenta unas cuantas
medidas preventivas:

- Eltransporte de muestras entre laboratorios se hara Unicamente en caso de que, si éstas
cayesen, no salpicasen.

- Las muestras deben estar etiquetadas o identificadas adecuadamente y no seran
utilizadas con otro objetivo.

- Las muestras no seran transportadas con la mano.

Con respecto al almacenamiento de materiales bioldgicos:

- Las muestras bioldgicas deben ponerse en zonas de acceso restringido, minimizando las
posibilidades de contaminacién para los usuarios y el medioambiente.

- El almacenamiento en congeladores de nitrogeno liquido implica el uso de gafas y
mascaras protectoras que prevengan de los dafios infringidos por salpicaduras del
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nitrégeno liquido. Mds aln, en caso de rotura del equipamiento, el contenedor debe ser
vaciado y dejarse el nitrogeno liquido evaporarse antes de proceder a su limpieza.

Con respecto al procesamiento de residuos, todos los desechos biolégicos deben ser
descontaminados antes de ser eliminados, satisfaciendo las reglas dispuestas en la Ley nacional
10/1998 del 21 de Abril de 1998 sobre Residuos, y el Real Decreto autonédmico 240/1994 del 22
de Noviembre de 1994, por el que es aprobado el Reglamento Regulador de la Gestién de los
Residuos Sanitarios; Orden del 14 de Julio de 1997 de la Conselleria de Medio Ambiente de la
Comunidad Valenciana, aprobando el Decreto 240/1994; Ley 10/2000 del 12 de Diciembre del
2000, sobre Residuos de la Comunidad Valenciana.

Los residuos de laboratorios que utilicen agentes bioldgicos normalmente se clasifican en:

- Residuos biolégicos sélidos como residuos urbanos.

- Residuos bioldgicos sdlidos especiales.

- Residuos sélidos no patogénicos provenientes de cultivos microbiolégicos.
- Residuos biolégicos liquidos.

El procesamiento de residuos para estos distintos tipos de residuos esta descrito en el
Manual de Seguridad para operaciones en laboratorios de biotecnologia y tipo bioldgico
(paginas 70-71).

Para mas informacion, consulte los documentos normativos descritos al inicio de este
capitulo.

8. ANEXO

Comunicacion serial con la bomba de jeringa

La comunicacidn serie RS-232 permitird manejar la bomba a través de un ordenador. Debido
a que no todos los ordenadores (sobre todo portatiles) disponen de un puerto serie, se adquirid
un adaptador serie a USB. Este adaptador se comporta como un puerto COM vy sirve como
intermediario de la bombay el ordenador.

Para realizar la comunicacién serie es necesario establecer una velocidad de transmision.
Esta generalmente se expresa en baudios. Se probaron diferentes velocidades de transmision y
finalmente se eligid 1200 baudios. La razén es que a velocidades superiores se producian
muchos fallos en la comunicaciéon, impidiendo una comunicacién fiable.

La bomba utiliza un protocolo de comunicacidn que se ha de seguir para poder actuar sobre
ella. Este protocolo consiste en mensajes predefinidos que siguen una estructura fija. Estos
mensajes realizan acciones como suministrar un volumen, parar la bomba o elegir la velocidad
del flujo.

Los comandos que han sido necesarios en el proyecto han sido los siguientes:
VOL [<float>| <volume units> ]
Fija la cantidad de volumen a suministrar o fija las unidades del volumen.

UL = pL (microliters)
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ML = mL (milliliters)
RAT [<float>[<rate units>]]

Fija la velocidad de flujo o la unidad de la velocidad de flujo.

UM = pL/min
MM = mL/min
UH = uL/hr
MH = mL/hr

DIA [<float>]

Fija el diametro de la jeringa que se estd utilizando en milimetros.
DIR INF

Cambia la direccion de la bomba para que inyecte liquido.
DIR WDR

Cambia la direccion de la bomba para que extraiga liquido.
RUN

Ejecuta el programa.

STP

Detiene el programa actual.

CLD

Vacia por completo la jeringa.

Los parametros <float> deberdn tener un mdaximo de 4 digitos a la izquierda del punto
decimal y 3 digitos a la derecha.

La comunicacion serie necesita de un caracter de fin de mensaje. Este cardcter se usa para
poder separar lo mensajes unos de otros. Siempre que se envie un mensaje debera de ser
acabado por el caracter de fin de mensaje. En este caso, este caracter viene fijado por el
fabricante y es un retorno de carro.

En lenguajes de programacién como C se usa “\r” para representarlo.

Comunicacion serial con Arduino

En el caso de la comunicacidn del ordenador al Arduino solo existe un tipo de mensaje. Si
Arduino lee el caracter “r” significa que debera realizar una medida del estado del turbidostato
y enviarle posteriormente el resultado por serial al ordenador.
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Sin embargo, la comunicacion del Arduino al ordenador es mas compleja. Esto es debido a
que se realizd teniendo en cuenta que en el futuro se podra tener mds de un turbidostato en un
mismo Arduino.

Sélo existe un tipo de mensaje y es el siguiente:
@,s,0,18715,758,\n

Donde:

@ : identificador de inicio del mensaje

S :indica que se trata de medidas de los sensores

0 : numero del turbidostato

, . separador de valores

18715 : valor del fotodiodo en el pin 2

758 : valor del fotodiodo en el pin 3

\n : identificador de fin de mensaje

Dispone de un parametro que identifica de qué turbidostato se trata.

Ademas, se tiene otro parametro que indica el tipo de los valores que se envia, actualmente
solo existen del tipo “s”, sensores. Si fuese necesario en el futuro se podria enviar al ordenador
otro tipo de informacion.

Los identificadores de inicio y fin de mensaje son necesarios para poder separar mensajes
consecutivos que lleguen al ordenador. Y el separador de valores es necesario para poder pasar
mas de un parametro por mensaje.
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PARTE Il PLANOS

1. PLANOS

Introduccion

En este apartado se expondran el plano del proyecto. Cabe destacar que el diseio estructural

del turbidostato se realizd en un proyecto anterior al presente proyecto, por esa razén no
aparecen aqui los planos.

El unico plano que se dispone en el presente proyecto es el esquema de conexidn eléctrica
general.
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PARTE Ill PRESUPUESTO

1. PRESUPUESTO

Introduccion

En esta seccidn se va a realizar un analisis de todos los costes asociados a la construccién y
puesta en funcionamiento de un turbidostato. Se dividira el presupuesto en diferentes unidades
funcionales, de esta forma se podra tener una visidn global del coste asociado a cada una de las
tareas.

Cabe destacar que se indicara los cddigos de referencia y proveedores de donde se realizé la
compra de los componentes. De esta forma se pretende facilitar al usuario de este documento
la adquisicién de todos los elementos necesarios.

El presupuesto estd dividido en dos bloques principales, que a su vez estos se encuentran
divididos en las unidades funcionales. Se expone a continuacién la estructura:

- Montaje del turbidostato
o Impresién Elementos en 3D
o Electrdnica
o Material de Laboratorio
o Mano de Obra
- Diseiio y control
o Software
o Programacion y control

Costes Parciales

En este apartado se indican los costes asociados cada una de las unidades funcionales.
Impresion Elementos en 3D

Se ha consultado el precio de ABS a los técnicos de impresion 3D en la ETSID.

Precio Unitario Coste
Unidad Descripcion Cantidad (€/unidad) (€)
Cantidad de Polimero
g ABS 517,6 0,01816 9,4
Total 9,4
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Electrénica

Cod. Precio
Unidad ] Descripcion Cantidad Unitario Coste (€)
Referencia .
(€/unidad)
RS Electroénics
ud 368-0277 Motor paso a 1 22,65 22,65
paso 5V
Mouser Electronics
ud 856-Tsl235-LF | | orodiodo Luz 2 2,97 5,94
a Frecuencia
Transistor
ud 512-BC547B NPN BC547 1 0,378 0,38
Arduino Uno
ud 782-A000066 REV 3 1 22,18 22,18
Farnell Electronics
ud 2425404 Cable Unifilar 20 0,0875 1,75
Driver
ud 1094421 Motores 1 0,618 0,62
ULN2003A
paquete . Paque,te
130515 Jeringa Vacia 10 1 13,75 13,75
de 10
mL
Ebay
Kit
paquete Resistencias 20 1 6,49 6,49
Valores
Acuarios Verdemar
Aquarium Air
ud Pump aPUMP 1 15,95 15,95
New Era
Programable
ud NE-1000 Single Syringe 1 628,28 628,28
Pump
digiKey
LASER
ud VIN050-03- | MODULE 650NM 1 18,31 18,31
CLASS llIA
Electrénica Gimeno
PLACA
PERFORADA
ud TOPOS 1 5,6 5,6
BAQUELITA
Total 741,89
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Material de Laboratorio

Precio Unitario Coste
. D L .
Unidad escripcién Cantidad (€/unidad) €)
ud Vasijas de 1 39,99 39,99
vidrio
ud Tapon de 1 1,59 1,59
silicona
Total 41,58

Mano de obra

Se necesita de un perfil técnico con conocimientos basicos de electrénica para realizar el
montaje tanto fisico como electrénico del turbidostato.

El precio de las horas ha sido calculado a partir del salario medio de un técnico del
Departamento de Sistemas y Automatica de la UPV.

Unidad Descripcidn Cantidad Precio Unitario (€/unidad) (C€(;ste
h Tiempo de 20 50 1000
técnico
Total 1000
Software

Durante el desarrollo del proyecto se hizo un uso frecuente de Matlab para toda la etapa de
diseio del control. Por otro lado, se usé puntualmente AutoCad para generar los archivos. stl,
necesarios para la impresion 3D de las piezas del turbidostato.

Precio Coste
Unidad Descripcidn Cantidad | Unitario (€)
(€/unidad)
ud Licencia estandar de Matlab 1 2000 2000
Licencia estandar de
ud AutoCad 1 3995 3995
Total 5995

Disefio y Control

Se necesita un ingeniero con conocimientos de programacion y de teoria de control para
realizar los ajustes necesarios para que el controlador y el observador funcione.

Precio Coste
Unidad Descripcién Cantidad | Unitario (€)
(€/unidad)
ud Tiempo de' Ingeniero 10 80 800
Superior
Total 800
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Coste Total

N2 Unidad Funcional ‘ Descripcion Coste (€)
Montaje turbidostato
1 Impresién Elementos en 3D 9,39
2 Electrdnica 741,89
3 Material Laboratorio 41,58
4 Mano de Obra 1000
Disefio y Control
5 Software 5995
6 Programacion y control 800
Presupuesto de Ejecucion Material 8587,87
IVA (21%) 1803,45
Presupuesto Total 10391,32

El coste total del proyecto asciende a DIEZ MIL TRESCIENTOS NOVENTA Y UN EUROS

CON TREINTA Y DOS CENTIMOS.
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