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RESUMEN. El desarrollo de la industria biotecnolégica ha propiciado la necesidad de contar con herramientas
analiticas cada vez mas rapidas y potentes, que permitan estimar de manera mas eficaz el crecimiento celular en el
transcurso de los bioprocesos. En tal sentido, las técnicas turbidimétricas constituyen herramientas muy Utiles que
satisfacen tales expectativas y que se aplican en las ciencias de la vida. Los sistemas para la medicion de turbidez
operan sobre la base de los fendmenos 6pticos que se producen al incidir un haz de luz a través de un medio. La luz
se dispersa debido a la existencia de particulas suspendidas en el interior del medio en analisis, que también
intervienen en la reduccion de la intensidad del haz de luz resultante. La manera en que la muestra suspendida en el
medio interfiere con la luz esta relacionada con el tamafio, la forma, la composicion de las particulas en la suspension
y la longitud de onda de la luz incidente. En el presente trabajo se muestra el estado del arte en relacién con el
desarrollo y el uso de las técnicas turbidimétricas en el cultivo de células. Las técnicas turbidimétricas se diferencian
por la geometria del detector de luz utilizado. El avance de los sistemas 6pticos ha conducido a su empleo eficaz para
la obtencién de informacién en distintos campos de medicidn incluidos los procesos biotecnol6gicos. De esta manera,
los métodos turbidimétricos constituyen una alternativa en la obtencién de informacién y el control de los sistemas
biotecnoldgicos.

ABSTRACT. The development of the biotechnological industry has favored the need of having analytical tools,
increasingly fast and powerful, which allows a more effective estimation of cell growth during bioprocesses. In this
regard, turbidimetric techniques are very useful tools that fill such expectations and can be applied to life sciences.
Systems for measuring turbidity are based on optical phenomena resulting from passing a beam of light through the
culture medium. Light becomes scattered, due to the presence of foreign particles suspended in the medium under
analysis thereby reducing the intensity of the emerging light. The manner in which a sample, suspended in medium,
interferes light is then related to size, shape and composition of particles in suspension as well as the wavelength of
the incident light. This paper describes the state of art of the development and use of turbidimetric techniques in cell
culturing. Turbidimetric techniques differ one each other in geometry of the light detector used. The development of
optical systems has led to an effective use in order to have information on various measurement fields including
biotechnological processes. Therefore, turbidimetric methods constitute an alternative way for obtaining information
and controlling biotechnological systems.

INTRODUCCION

Las técnicas Opticas de medicion se utilizan desde hace afios para obtener cierta
informacién de un objeto, teniendo en cuenta la existencia de fendmenos opticos y las
propiedades que presenta la luz. Los fendmenos opticos implican la interaccion de la luz
con un medio. Al atravesar una muestra el haz luminoso, ocurre la absorcion, la
fluorescencia o la dispersion que junto a las propiedades ondulatorias (amplitud, fase,
polarizacion, longitud de onda) ofrecen un mundo rico en informacion.
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La medicion de la turbidez, inicialmente comenzé a utilizarse para proporcionar una
evaluacion basica de la calidad del agua. Los primeros turbidimetros se desarrollaron en
la década del 60 del siglo XX y la tecnologia éptica fundamental se mantuvo sin
cambios hasta mediados de los afios 80. Desde entonces, el desarrollo tecnoldgico de
estos instrumentos ha avanzado de manera agigantada. Nuevos disefios de turbidimetros
han evolucionado en cuanto a la tecnologia utilizada (fuentes de luz y el disefio del
detector) y se han utilizado para compensar o eliminar las interferencias asociadas al
analisis de la turbidez (ejemplo: color de la muestra, burbujas en la muestra que desvian
la luz y longitud de onda), que a menudo hacen dificil la comparacion de las mediciones
realizadas.?

Las técnicas Opticas tradicionales de medicién han experimentado un renacimiento
debido al fuerte desarrollo de las fuentes y los detectores de luz, asi como de nuevos
elementos de tipo dptico. Los avances en la nanotecnologia han abierto nuevos campos
como la nanomedicina y la tomografia dptica, impulsando una creciente demanda para
el desarrollo de la medicion dptica y de la tecnologia de imagen en las ciencias de la
vida. En general, son técnicas rapidas, sin contacto y no destructivas para el medio
ambiente.® Los recientes acontecimientos en las técnicas pticas, como: las sondas de
densidad optica, los biosensores oOpticos, los sensores de fibra Optica, infrarrojos y de
fluorescencia, demuestran la creciente importancia que presentan los sistemas de
sensores opticos en el registro de los procesos biotecnologicos. Estos ofrecen la
posibilidad de un seguimiento continuo del proceso sin perturbacién alguna y cercano al
valor real.” El objetivo de esta revisién consistié en mostrar el estado del arte en cuanto
a las técnicas de medicidn de turbidez aplicadas a las ciencias de la vida, especialmente,
a los bioprocesos.

MEDICION DE TURBIDEZ

Definicion de turbidez

La turbidez se define por la Organizacion Internacional de Normalizacion (1ISO), como
la reduccion de la transparencia de un liquido causada por la presencia de particulas no
disueltas de material distinto al propio liquido.> Al ser un indicador de apariencia
Optica, ocasionado por la dispersion y absorcion de la energia luminica a través del
liquido, la turbidez solo puede ser medida usando técnicas 6pticas.® Se fundamenta en la
relacion de la intensidad de la luz incidente y de la luz dispersada por el medio,
mediante la ley de Lambert-Beer (Ecuacién 1), en la que la turbidez es proporcional a la
concentracién de particulas.”® Un haz de radiacion monocromatica paralelo con
intensidad Iy llega al medio absorbente perpendicular a la superficie; luego pasa a través
de la longitud X del medio, que contiene particulas absorbentes que bloquearan la
transmision de la luz (a&tomos, iones 0 moléculas), la intensidad del haz disminuye a |
como resultado de la absorcion y la dispersion. Si el material se compone de particulas
con diferentes coeficientes de absorcion y de dispersion, el coeficiente total de
absorcion y de dispersion, (aA y aB), es igual a la suma de los coeficientes de absorcion
y de dispersion de todas las particulas.™
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donde:

| intensidad de la luz resultante.

lp intensidad de la luz en el punto 0.

0 punto de partida del paso de luz a través del medio absorbente.



X longitud del medio o distancia del viaje de la luz a través del medio.
C concentracion del medio.

aA coeficiente de absorcion.

aB coeficiente de dispersion.

La proporcionalidad entre la intensidad de la luz incidente y la luz dispersada por el
medio depende del tamafio y de la forma de las células que se encuentren en el medio
que se esté analizando, que también puede ser afectada por las condiciones
ambientales. La correlacion entre la concentracion de particulas y la turbidez, también
Ilamada calibracion, depende, en el caso del analisis de cultivos bacterianos, de las
especies bacterianas que se estén analizando, y en ocasiones, incluso de la cepa
especifica utilizada.* La medicién de turbidez se usa para estimar los indicadores de
crecimiento de bacterias como una alternativa a los recuentos de las placas
tradicionales. Su utilizacién se ha incrementado como nueva tendencia en la
microbiologia predictiva y ha comenzado a centrarse en la cuantificacion de la
variabilidad de las respuestas bacterianas en los entornos de los alimentos y otros
productos industriales.****?

La unidad de medicion estandar para la turbidez es la Unidad Nefelométrica de
Turbidez (UNT). Aunque también se utilizan otras unidades de medida para la
turbidez establecidas  por regulaciones y estandares, como, Total de Solidos
Suspendidos (SST) y Concentracion de sedimento en suspensién (SSC).*

Principio de medicion de turbidez

Cuando el haz de luz atraviesa el fluido de la muestra (Fig. 1), los sélidos suspendidos
dispersan la luz en todas direcciones. La reduccion de la intensidad del haz de luz se
debe a la difusion del haz por dichos sélidos suspendidos en el medio. Sin embargo, la
absorcion de la radiacién incidente por sustancias coloreadas disueltas, también reduce
la intensidad de la luz y debe tenerse en cuenta para contrarrestar este efecto, de forma
manual o automatica.™®> En el anélisis de bajas cantidades de sélidos suspendidos, se
suele usar la medida de la luz dispersa, debido a que los fotodetectores detectan
pequefios cambios de la intensidad de la luz en contraste con un fondo oscuro. Sin
embargo, este método tiene como desventaja que con grandes cantidades de sélidos
disueltos en la muestra, se produce una dispersién multiple que limita la cantidad de luz
que recibe el detector.”® A elevadas concentraciones de sélidos suspendidos, se deben
emplear métodos de medicion alternativos, tales como los de absorcién.***

Fig. 1. Efectos de luz al atravesar la muestra.® L1 Haz de luz incidente sobre la
muestra. L2 Haz de luz que ha pasado a través de la muestra. M Muestra en analisis. St
Luz difundida por las particulas suspendidas en la muestra. G y G1 Rayos periféricos
del haz de luz difundido.



Técnicas turbidimétricas de medicion

La turbidez se mide utilizando las técnicas de turbidimetria o nefelometria. La relacion
directa entre los datos de turbidez y la concentracion de solidos suspendidos depende de
muchos factores, entre los cuales se incluye el tamafio de las particulas, la forma, la
distribucion y el estado de la superficie, indice de refraccion de las particulas de
dispersion y de la longitud de onda de la luz utilizada.’

Hay tres disefios basicos de medidores de turbidez (Fig. 2):

* El nefelémetro cuantifica la intensidad de la luz dispersada por la muestra bajo
analisis. El sensor se encuentra montado en un angulo normalmente de 90° del rayo
de luz incidente. Este disefio tiene una precision limitada a elevadas turbiedades. A
medida que aumenta la turbidez aumenta la cantidad de luz dispersa, ocurriendo una
dispersion maultiple que disminuye la intensidad de luz difusa que llega al detector
situado a los 90°.>**

El turbidimetro mide la absorbancia de la muestra en estudio. Es uno de los
instrumentos mas utilizados y la técnica empleada consiste en el uso de un cultivo
de microorganismos en un medio liquido, que actia como una suspension coloidal,
la cual bloquea y refleja la luz que pasa a través de él. La luz es absorbida de manera
directamente proporcional a la concentracion de células que hay en el cultivo.>***’
El turbidimetro que revela la tasa o relacion de intensidades luminosas, mide tanto
la transmision de la intensidad de la luz como su dispersion. Este disefio es muy
apropiado para los productos liquidos que presenten colores intensos y para
muestras de gran turbidez.® Esta configuracién es la clave para obtener buenas
caracteristicas de rendimiento en las mediciones de turbidez, asi como una buena
estabilidad, linealidad, sensibilidad, baja luz difusa y rechazo del color.**

Ademas de estas técnicas de medicion, la de retrodispersion se refiere a la medicion de
la luz dispersada en un angulo entre 90° y 180°.'°'® La espectrometria de
retrodispersion Rutherford (RBS) es una poderosa técnica analitica, basada en la medida
de un haz de iones retrodispersados de elevada energia que incide sobre una muestra. En
este metodo, la luz dispersada se detecta en direcciones determinadas, siempre
correspondientes a angulos de dispersion mayores de 90° Esta técnica brinda
informacidn sobre las masas atdmicas en el medio y determina la distribucion de los
elementos en el medio en funcién de su profundidad.**%
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Fig. 2. Técnicas para la medicion de turbidez.



Fuente de luz

Generalmente se consideran emisores optoelectrénicos aquellos dispositivos que son
capaces de convertir energia eléctrica en luz. Existen varios tipos de emisores o fuentes
de luz, como los termoluminiscentes (bombillas), electroluminiscentes (LED y laseres)
y los basados en plasma (halégenos).*

Un ejemplo de fuente de luz utilizada comunmente en las mediciones de turbidez es la
lampara de filamento de tungsteno incandescente, la cual contiene una banda espectral
con diferentes longitudes de onda. Esta caracteristica pudiera ser una desventaja para
Su uso, ya que la produccién de numerosas longitudes de onda puede llevar a obtener
una menor intensidad de la luz dispersada.**

Otros dispositivos también muy utilizados como fuente de luz en las mediciones de
turbidez, son los LEDs (light-emitting diodes). Holonyak desarroll6 el primer LED en
1962 sobre la base de capas de GaAsP y logré emitir con luz roja.?* Desde entonces, los
LEDs, han desempefiado un papel prominente como sensores Opticos.® Estos
dispositivos semiconductores capaces de emitir una radiacion electromagnética cuando
son polarizados en forma directa. La longitud de onda emitida depende del material
semiconductor usado y de su dopaje (proceso donde se agregan impurezas a un material
semiconductor en su forma pura, las cuales no son mas que atomos de otro elemento
gue modifican las propiedades de conduccion del material). Se pueden adquirir LEDs de
diversas longitudes de onda, por ejemplo, verde (565 nm), amarillo (590 nm), naranja
(632 nm), rojo (649 nm), azul (470 nm) y en el infrarrojo cercano.?!

Los LEDs ofrecen un mayor nimero de ventajas en comparacion con otras fuentes de
luz utilizadas en aplicaciones optoelectronicas. Estos, incluyen mayor tiempo de vida,
bajo costo, menor consumo de energia, mayor brillo, construccion robusta,
configuraciéon flexible, una mayor pureza espectral, pequefio tamafio y un amplio
intervalo espectral (247-1550 nm, intervalo espectral de los LEDs disponibles
comercialmente).?®

El diodo laser, como otro ejemplo de fuente de emision, se obtuvo como resultado del
desarrollo del diodo LED. La palabra laser (Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation) en espafiol se traduce como Amplificacion de la luz por emisién
estimulada de radiacion. El diodo laser es un dispositivo que utiliza un principio de la
mecanica cuantica: la emision inducida o estimulada para generar un haz de luz
coherente de un medio adecuado y con el tamafio, la forma y la pureza controlados.
Refiriéndose al proceso cuantico, la luz caracteristica emitida por electrones cuando
pasan de un estado de gran energia a un estado de menor energia, estimula a otros
electrones a efectuar una trayectoria similar (pasar de un estado de mayor energia a otro
de menor energia). El resultado es una luz sincronizada que sale del material. Una
caracteristica importante es que la luz emitida no solo tiene la misma frecuencia
(monocromatica), sino que es monofésica (esta en fase), también esté sincronizada y se
obtiene como resultado un rayo de luz muy preciso.**

Detectores

En los turbidimetros el haz de luz resultante de la interaccién entre la luz incidente y la
muestra sera detectado por el fotodetector y como resultado, la sefial electronica
producida se procesa y se convierte entonces en un valor de turbidez. La ubicacién del
detector en el turbidimetro varia de acuerdo con la configuracion del disefio en el
instrumento. Existen  cuatro detectores que se utilizan frecuentemente en los
turbidimetros, estos son, los tubos fotomultiplicadores, los fotodiodos de vacio, y de
silicio, asf como los fotoconductores de sulfuro o de cadmio.?



Estos detectores se diferencian por su respuesta espectral, de acuerdo con la longitud de
onda del haz de luz incidente (Fig. 3). Los fotomultiplicadores utilizados en la
instrumentacion nefelométrica tienen picos de sensibilidad espectral en el ultravioleta
cercano y en el espectro del azul visible. Requieren un suministro de alta tension bien
ajustado para mantener una buena estabilidad en la medicion. El fotodiodo de vacio
generalmente exhibe una respuesta espectral similar a la de un fotomultiplicador, pero
un poco mas estable. Sin embargo, sus caracteristicas se ven afectadas por las
condiciones del medio ambiente, en particular, la humedad.'® Los fotodiodos de silicio
generalmente tienen un méaximo de sensibilidad espectral en la region visible del rojo o
del infrarrojo cercano. El fotoconductor de sulfuro o de cadmio tiene este maximo entre
la respuesta espectral del fotomultiplicador y del fotodiodo de silicio.**?®
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Fig. 3. Caracteristicas tipicas de la respuesta espectral de cuatro tipos de

fotodetectores.?®

Los recientes avances en la ingenieria de materiales y en la microelectrénica han
permitido desarrollar fotodetectores con el objetivo de mejorar sus prestaciones y
extender su campo de utilizacién a la identificacion de los microorganismos. En
consecuencia, se ha desarrollado una gran variedad de fotodetectores de alta tecnologia
como los fotodiodos de silicio.?”?®

El uso de los fotodetectores de silicio elimina muchos de los problemas relacionados
con el ruido en la medicion, al detectar la sefial dispersada o transmitida. Debido a su
estabilidad elevada, gran intensidad y la posibilidad de detectar diferentes longitudes de
onda en el espectro visible y ultravioleta.?® Estos sistemas pueden medir la absorbancia
o la fluorescencia, o ambas inclusive lo que posibilita su empleo para determinar la
concentracion de bacterias, vitaminas (riboflavina), farmacos, proteinas y aminoacidos
en muestras biolégicas.®

Estandarizacion en el disefio de los turbidimetros

Diversas organizaciones han desarrollado normas con el intento de estandarizar los
disefios de los instrumentos y lograr que los resultados sean exactos y repetibles. Estas
normas regulan las diferentes configuraciones en el disefio de los turbidimetros que se
encuentran disponibles actualmente en el mercado.™

Hoy dia, estan reconocidos los métodos USEPA 180.1 y la Norma ISO 7027.%* Mientras
USEPA 180.1 recomienda el uso de la emision de la radiacion en el intervalo visible,
con longitudes de onda entre 400 y 600 nm, la Norma ISO 7027 propone la luz
infrarroja a 860 nm como fuente emisora.?>%® 3

Se debe destacar que ambas metodologias fueron disefiadas para las muestras de agua
con baja turbidez y la interferencia de un minimo de color. Sin embargo, existe una



enorme variedad de muestras en las que estos dos métodos pueden fallar al medir la
turbidez con un elevado grado de sensibilidad. Estas muestras contienen, generalmente,
ya sea una matriz fuertemente coloreada, particulas coloreadas, o0 ambas. Ademas, la
muestra puede emitir fluorescencia o particulas con tamafios especificos. Estas
caracteristicas se traducen en una mayor interferencia, que disminuye el rendimiento de
estos dos metodos. En los ejemplos de tales muestras se incluyen: productos liquidos
alimenticios, control de la contaminacion durante la produccién de diversos fluidos,
resinas, la degradacion de aceites y recuentos bacterianos en agar, siendo solo una
pequefia parte de la gran variedad de posibilidades.?

Disefio general de un sistema para la medicion de turbidez

Las técnicas clasicas empleadas en microbiologia para medir el crecimiento celular son:
las determinaciones de densidad Optica (turbidez), conteo en placa y peso seco. El
conteo en placa es la méas antigua (aproximadamente 100 afios) y es considerada una de
los procedimientos mas utilizados en la aquella. Aunque esta Ultima posibilita conocer
de manera directa la viabilidad de los microorganismos presentes en una muestra, sin
embargo, consume tiempo. En tal sentido, el método turbidimétrico tiene la ventaja de
estimar de manera rapida el crecimiento de una poblacién microbiana.*’

Generalmente, un sistema para la medicion de turbidez consta de la fuente de luz, la
muestra en andlisis y del fotodetector (fotodiodo, fotorresistencia, etc.) (Fig. 4). En estos
sistemas, la fuente de emision de luz (ejemplo los LEDs), tiene la capacidad de emitir a
una longitud de onda determinada, existe un recipiente cristalino o frasco donde se
coloca la muestra en estudio y el fotodetector se comporta como receptor de los fotones
o sensor optico.” Dicho fotodetector se encuentra antes de un bloque de
acondicionamiento, que permite amplificar y filtrar las sefiales emitidas por él en
forma de impulsos eléctricos. Estas sefiales pueden ser introducidas en una Unidad
Central de Procesamiento y Control (UCPC) encargada de la conversion analdgico-
digital de la sefial de entrada y de cumplir con las tareas del procesamiento digital, como
la cuantificacion y el procesamiento matemético con el objetivo de proporcionar el
resultado requerido, ademas de mostrar el valor de la turbidez medida despues del
procesamiento digital.**** Asimismo, la UCPC es capaz de generar y controlar una
sefial con determinadas caracteristicas para estimular la fuente de emision de luz.>
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Fig. 4. Esquema general de un sistema para la medicion de turbidez.

Para el disefio de un sistema de medicién de turbidez es importante conocer el espectro
de absorcion de la muestra que se quiere determinar, esto es, a qué longitud de onda de



la radiacion incidente causara la maxima absorcion la especie en estudio para obtener la
mejor sensibilidad en su cuantificacion.®* En general, sobre la sensibilidad del disefio en
el método a utilizar, pueden influir: la longitud de onda, la intensidad y la frecuencia de
la corriente eléctrica de estimulacion, asi como el angulo de incidencia de los fotones
para el sensor (foto detector) utilizado.?®

Aplicaciones de la turbidimetria en los bioprocesos

Los bioprocesos modernos son extremadamente complejos y difieren entre si, (entre
ellos se tiene la produccién de antibioticos, el cultivo de células de mamiferos, entre
otros), por lo que se han desarrollado diversos sistemas de andlisis y configurado a
partir del disefio de diferentes mddulos basicos, que satisfacen las demandas especificas
de cada proceso en particular.®>*

Dentro de los procesos biotecnoldgicos se encuentran los de fermentacion, en donde la
introduccién de nuevos sensores 6pticos ha permitido el avance en su comprension.®’
Los sensores Opticos son herramientas eficaces para obtener cierta informacion del
sistema biologico bajo estudio, ofreciendo un control no destructivo de los procesos
biotecnoldgicos.**

Durante el registro y control de los procesos fermentativos, se necesita una estimacion
rdpida del crecimiento bacteriano, para lo cual se han desarrollado  métodos
turbidimétricos que permiten medir la absorbancia de las bacterias en el cultivo.®® Para
determinar el crecimiento microbiano, se toma una muestra del caldo de fermentacion
(off-line) y se mide la absorbancia de la muestra con un espectrofotometro o un
colorimetro, a una longitud de onda constante. La medicion de la densidad 6ptica con
un espectrofotometro es un modo rapido y facil para obtener la curva de crecimiento de
dicho microorganismo.* Las mediciones de la densidad optica proporcionan
informacién util para el control del cultivo alimentado en el fermentador, por lo que
resulta ideal realizar estas mediciones directamente (on-line) en el proceso y asi, obtener
valores en tiempo real.** Por lo tanto, para el control en tiempo real de los procesos de
fermentacion de microorganismos, se requiere del uso de sensores que posean un
amplio intervalo dindmico de medicién.**

Varias son las investigaciones publicadas, relativas a procesos fermentativos, en las
que se mide la densidad dptica on-line. Por ejemplo, en el trabajo publicado por
Kennedy,> se realizaron mediciones dentro del propio fermentador, para lo cual se
utilizé como fuente de emision una sonda de fibra optica junto a la fuente de deteccion,
ambas sumergidas en el cultivo, las que posibilitaron la medicién de la dispersion de la
luz por la muestra. En este sistema experimental, se obtiene el espectro de dispersion de
la luz en la fermentacion de tres microorganismos individuales (aproximadamente a las
mismas concentraciones): Saccharomyces cerevisiae, B. subtilis y Escherichia coli. La
relacion util entre la dispersion de la luz y la concentracion de células se observa en la
curva de calibracién de cada uno de los microorganismos.*’

Otro ejemplo de la aplicacion de la turbidimetria en los procesos de cultivo en
biorreactores lo constituye la investigacion realizada por P. Wu,** en la que se realiz6 la
medicion de la densidad 6ptica on-line mediante sondas Opticas, durante el proceso de
cultivo de hibridoma murino.*

La desventaja de usar la densidad éptica para la estimacién rapida del crecimiento
celular, radica en que tanto las células viables como las no viables absorben a una
longitud de onda especifica y como resultado, el valor de la densidad dptica no puede
tomarse como una medida directa de la viabilidad celular.***



Sistemas Opticos para la medicion de la turbidez

El andlisis de la turbidez se torna cada vez mas popular, sobre todo, porque la practica
alternativa de toma de muestras y andlisis de la sedimentacién o filtracion y pesaje de
los procedimientos, son procesos lentos y propensos a errores. El precio relativamente
elevado de medidores de turbidez comercialmente disponibles ha estimulado intensas
investigaciones relacionadas con el disefio de nuevos sistemas para la medicion de la
turbidez.*

Algunas variantes modernas posibilitan, realizar mediciones de absorcion y
fluorescencia a partir del uso de diferentes longitudes de onda, lo que permite disminuir
los tiempos empleados en la deteccion y estudio de microorganismos. En un articulo
reciente, se describe un método que posibilita mejorar la capacidad de un sistema
optoelectrénico de deteccion de microorganismos combinando la centrifugacion de la
muestra, el empleo de fuentes fluorescentes de luz y el uso de cinco longitudes de onda
de excitacion (comprendidas entre el rojo y el ultravioleta).*

También, se ha probado el uso de un sensor éptico (luminiscencia), combinado con el
empleo de diferentes angulos de captacion de las sefiales y de diferentes longitudes de
onda (entre el ultravioleta y el infrarrojo), para el que se ha descrito un incremento
significativo en la sensibilidad del sistema para la deteccion de patdgenos procedentes
de diferentes medios.*

Por otro lado, existen autores que abordan la mejora del fotodiodo y de la tarjeta
asociada (circuito integrado) en la medicién de la absorbancia (dependiendo de la
frecuencia).”” El detector de absorbancia utilizado, se basé en la utilizacién de un
amplificador en configuracion lock-in para realizar el procesamiento digital de la sefal
(DSP LIA). Este detector mostro menor nivel de ruido al ser comparado con un detector
que incluyé un amplificador operacional simple (TL082CP).*’

Ademas, Song et al.*® reportaron el empleo de un arreglo de fotodiodos, en forma de
microchip portétil, para la identificacion y cuantificacion de E.coli O157:H7. En otra
investigacion,*® se realizé el disefio y construccién de un instrumento electrénico para
registrar sélidos suspendidos en diferentes sistemas acuosos, basado en los principios de
la turbidimetria y nefelometria. En dicho trabajo, se evaluaron dos sensores Opticos
monoliticos de gran sensibilidad, del orden de 0,45 A/W a 650 nm, colocado en la
direccion del haz transmitido y del haz dispersado. Se utilizd6 un amplificador de
transimpedancia que proporciono6 una tension lineal y proporcional a la cantidad de luz
recibida por el detector, en el que las fotocorrientes de ambos detectores resultaban
alimentadas por un circuito logaritmico de precision. La salida del circuito logaritmico
es digitalizada para tener mediciones de turbidez en andlisis de aguas o de
transparencia en el caso de recubrimientos y de dispersién de luz en sistemas acuosos
que tienen algn grado de materia sélida suspendida.*

El método turbidimétrico o espectrofotométriaco de absorcion, se ha utilizado también
en distintas investigaciones para determinar la concentracién de glucosa.*® Basado en
que su reaccion con la hidroxilamina se obtiene la oxima correspondiente la cual es el
compuesto a determinar cuyo espectro de absorcion UV se ubica en el intervalo de 200
a 260 nm. La fuente de radiacion, en esta investigacion, se selecciond considerando
estos valores. En el disefio se utilizaron dos fotodetectores de silicio. El sistema de
registro de la sefial de salida de cada detector hace uso del amplificador logaritmico
LOG102, el amplificador operacional LM308N y el microcontrolador PIC16F873A,;
componentes que son de gran precision, que permiten la obtencion de resultados,
muestreando elementos técnicos y valores nominales a tener en cuenta para el disefio
del instrumento de medicién.®



En varios trabajos destinados al disefio optoelectronico de los turbidimetros, se
incorpora el amplificador lock-in, que también puede ser implementado digitalmente.
Este dispositivo tiene como caracteristica principal que elimina el ruido introducido en
la sefial de medicién a otra frecuencia que no sea la de referencia sin afectar dicha
medicion.***"°%*! En estos sistemas se miden los cambios de amplitud y fase de las
sefiales Opticas intrinsecas (l10S), las cuales revelan cambios en la transmitancia y
dispersion de la luz. Estos sistemas en general se componen de tres partes principales:
1) fuente de alta frecuencia que modula la intensidad de la luz; 2) detector de luz; 3)
procesamiento de sefiales y el modulo de adquisicidon de datos. ElI emisor es excitado
por una fuente de corriente sinusoidal de intensidad modulada, generada y controlada
por la UCPC. Los fotones dispersos, después de la interaccién con el medio, son
capturados por el detector de luz. En el modulo de procesamiento de sefiales, se incluye
un circuito integrado (Cl) demodulador, un filtro pasa bajo y un circuito de
amplificacion, la sefial demodulada obtenida en el procesamiento analégico es
muestreada por el médulo de adquisicion de datos. Finalmente, se envia la sefial a un
ordenador personal para su posterior anélisis.®* La combinacién de estas técnicas
proporciona una elevada relacion sefial-ruido y la falta de sensibilidad a la luz
ambiente.3**°

Sistemas oOpticos para la medicion de turbidez, aplicados a los bioprocesos

El control de los procesos de fermentacidn se encuentra limitado por la incapacidad para
medir parametros tales como: sustrato, producto y concentracion de biomasa para
mantener una linea rapida de realimentacion. Los parametros fisicos y quimicos, tales
como la temperatura y el pH, actualmente pueden medirse en linea usando sensores
adecuados. Sin embargo, para obtener informacion sobre la densidad dptica, es preciso,
en algunos casos, tomar muestras para la medicion. El disefio de nuevos sistemas
Opticos ha permitido el desarrollo de las técnicas espectroscépicas, haciendo posible
registrar en tiempo real los pardmetros que intervienen en el proceso de fermentacion.
Las técnicas espectroscOpicas requieren de una minima o ninguna preparacion de la
muestra, y se pueden utilizar para evaluar simultaneamente varios parametros en
matrices complejas.>?

Se han desarrollado nuevos disefios de biorreactores destinados a la medicion on-line de
densidad éptica. Un ejemplo es el dispositivo desarrollado por Pascal Picart,*® dedicado
a la medicion simultanea de la bioluminiscencia y la densidad oOptica en un cultivo de
bacterias bioluminiscentes. El biorreactor optoelectrénico dispone de un modulo que
incluye: un diodo laser modulado dedicado a la medicion de la densidad dptica y un
cabezal de deteccion para la adquisicion de la bioluminiscencia y las sefiales de
densidad dptica. La bioluminiscencia se mide a través de una unidad fotomultiplicadora
muy sensible que ha sido calibrada fotométricamente para permitir mediciones de la luz
a flujo continuo. El sistema optoelectrénico para determinar la densidad Optica consta
de un diodo laser y un fotodiodo. El dispositivo ha sido validado con la bacteria Vibrio
fischeri, en condiciones de cultivo continuo. Se ha comprobado una muy buena
correlacion entre las mediciones manuales y las automaticas procesadas con este
instrumento.>

Es importante destacar que se han realizado varias mediciones on-line en procesos de
fermentacion de E. coli de cultivos de gran densidad mediante dispositivos Opticos
basados en fuentes de luz como las lamparas o emisores de luz de diodos (LED).* Un
ejemplo es la investigacion realizada por Martin y Timothy, en la que se describe el
procedimiento no invasivo de una nueva sonda éptica basada en la reflectancia Optica.
La naturaleza no invasiva de la medicion evita los problemas de ensuciamiento del



sensor y la contaminacién cruzada, ademas de la necesidad de esterilizar la sonda, lo
que reduce el costo de los materiales utilizados en la produccién del sensor. El
instrumento consta de un sensor dptico que se monta sobre el exterior del recipiente de
fermentacion y de un monitor que procesa las sefiales de reflectancia medidas por los
sensores. El rendimiento del instrumento fue probado bajo las condiciones de
fermentacion del microorganismo E. coli.>*

En recientes publicaciones, se trata el uso del sensor llamado TruCell, desarrollado por
la compafia Finesse, LLC, que consiste en una fuente laser dirigida a través de una
ventana de teflon. Este sensor puede captar la luz dispersada enviada hacia adelante,
dentro de un cono de 20°, lo que hace posible una mayor deteccion de la intensidad de
luz transmitida. Este angulo de recogida permite al sensor lograr una gran relacion
sefial-ruido, incluso en medios muy turbios. Este sensor es capaz de medir en tiempo
real dentro de una brecha de la sonda de medicion, la cual tiene una longitud fisica de
acuerdo con el camino oOptico de la luz, que pasa directamente a traves del medio liquido
en el interior del biorreactor.**°

Las investigaciones destinadas a mejorar los sistemas para la medicion de turbidez, van
enfocadas no solo a realizar cambios en la fuente de radiacion y deteccion, sino
también, a mejorar la captacion de la sefial de salida del detector o sensor Optico para
distintos campos de medicién, y se centran en variantes tales como: la posicion del
detector, la amplificacion de la sefial medida y la disminucion de los ruidos procedentes
de fuentes externas, con el objetivo de obtener una mejor sensibilidad en la medicion,
asi como un valor cercano al real.

Sistemas turbidimétricos (on-line) aplicados a los bioprocesos y disponibles en el
mercado internacional

La academia y la industria han propuesto diferentes inventivas para el desarrollo de
métodos rapidos y la automatizacion de instrumentos aplicados a los bioprocesos,
buscando siempre las mas precisas y confiables. De modo que se ha desarrollado un
area dinamica de la microbiologia aplicada que hace frente al estudio para mejorar los
métodos de deteccion temprana, la caracterizacion y el recuento de microorganismos
tanto en productos clinicos, como en muestras de alimentos, productos industriales y
ambientales.”® En el mercado internacional se pueden encontrar diferentes sistemas que
emplean como técnica de diagnostico la medicion de turbidez y que se utilizan en los
procesos biotecnologicos.

El desarrollo de nuevos sensores dpticos, que pueden ser incorporados a un biorreactor,
ha permitido la medicion de la densidad Optica on-line. Entre ellos, se encuentra la
sonda no invasiva, BE2100, fabricada por la compafia Applikon Biotechnology. Este
sensor se ha disefiado para su uso en laboratorios de investigacion y en ambientes
industriales. Debido a la que no precisa ningun contacto directo con el medio, el sistema
puede ser utilizado en los procesos de cultivo de microorganismos patégenos y no
necesita ser esterilizado.”” El sensor BE2100 emplea una matriz de rayos laser y
detectores infrarrojos, los cuales son sensibles a los diferentes cambios en la biomasa
del cultivo. Este sensor realiza mediciones continuas y en tiempo real, en un intervalo
mayor de 300 unidades de densidad 6ptica.>”>®

El OD4, es un sensor Optico creado por la compafiia DASGIP Information and Process
Technology GmbH, para el registro on-line de la absorbancia y el crecimiento celular.
El mddulo correspondiente se puede incorporar en cuatro biorreactores como maximo.
Utiliza sensores infrarrojos de gran precision con diferentes longitudes de trayecto
6ptico.>® Cada médulo OD4 tiene su propio microprocesador, el cual permite que todos



los datos puedan ser transferidos a un sistema de control para la supervision del
proceso. Presenta un intervalo de medicién de 0 a 5 unidades de absorbancia.®

Otro ejemplo es el sensor InPro 8200 (de fibra doble), fabricado por Mettler Toledo
Ingold.®* La medicién 6ptica de turbidez en este caso, se basa en la tecnologfa de luz
retrodispersa 0 backscattered light, opcidn indicada para grandes concentraciones de
solidos no disueltos en el cultivo. Utiliza la tecnologia de fibra Optica y presenta un
intervalo de medicion de 5 a 4000 FTU (Unidades de Turbidez Formazin) por sus siglas
en inglés.?* %3

Estos sistemas Opticos de medicion estan especificamente disefiados para integrarse en
el biorreactor. Ademas, le proporcionan a los operadores una herramienta poderosa para
caracterizar el crecimiento de células en tiempo real en laboratorios de investigacion,
plantas piloto, en cultivos celulares a gran escala, y en instalaciones de fermentacién.®*

CONCLUSIONES

La turbidimetria es una técnica que se sustenta basicamente en los fenémenos opticos
que ocurren durante el paso de un haz de luz a través de un medio. La implementacién
de técnicas de medicion cada vez mas novedosas ha permitido realizar mediciones de
turbidez que incluyen una buena linealidad y estabilidad, un amplio intervalo de
medicion y la posibilidad de medir la turbidez de la muestra, incluso en presencia de
colorantes. De igual modo, la introduccién de nuevos sistemas Opticos para medir el
crecimiento celular en los procesos biotecnoldgicos continta creciendo en interés, ya
gue constituye una estrategia de control para los bioprocesos. De esta manera, el
continuo desarrollo de los sensores dpticos, como por ejemplo, las sondas de densidad
Optica, los biosensores oOpticos, los sensores de fibra dptica, los infrarrojos y de
fluorescencia ofrecen una medicién biotecnoldgica sin perturbaciones y con una mayor
precision en los resultados.
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