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Abstract— The cell and tissue culture, such as: I\VF, oncol-
ogy and studies of stem cells, in a controlled environment is
highly dependent on CO, incubators. Those equipment differ
greatly from conventional incubators, due to the fact that it’s
internal environment is strictly controlled (CO,, concentration,
temperature, relative humidity, and sometimes O, concentra-
tion. It can be done using different technologies. The main aim
of this work is to get some tools to understand and to know
how to choose the best equipment in each application.

Palabras claves— Incubadoras, CO,, temperatura, hume-
dad.

1. INTRODUCCION

En el mundo actual de la Biotecnologia tienen cada vez
mas importancia las técnicas de cultivo celular. Estos pro-
cedimientos, debido a su gran complejidad, requieren de
condiciones ambientales muy especificas que permitan
lograr los crecimientos deseados. Estos ambientes se logran
en las incubadoras de CO, (Figura 1), que son equipos que
se diferencian de las de uso comln fundamentalmente en
que tienen una atmosfera en la que se controla el por ciento
de CO, presente. Estos equipos estan compuestos princi-
palmente por una cdmara que contiene aperturas para la
entrada de aire, CO, Yy para la toma de muestras, en la cual
se efectda el proceso fundamental para el cual es destinado
el equipo; incubacion y crecimiento de células y tejidos.
Ademas, poseen un panel o bloque de control que permite la
seleccidn de las distintas funciones, entre las que se encuen-
tran los ajustes de temperatura de incubacion, de concentra-
cion de CO, de humedad relativa, en el caso en que estén
presentes, tiempos de arranque, incubacion y parada, asi
como los respectivos valores de alarma [1].

La cdmara de incubacién esta rodeada por una camisa o
jacket que en funcion del tipo de incubadoras puede estar
lleno de agua, 0 aire y una resistencia calefactora que estara
adherida a las paredes exteriores de la camara de incuba-
cién. Es necesario ademas que el jacket esté separado del
exterior por un aislamiento térmico para disminuir al maxi-
mo la interaccién de la temperatura ambiente con la de la
incubadora. Una parte importante son los elementos de
potencia (resistencias eléctricas) que son los encargados de
suministrar energia para mantener constante la temperatura.

Este tipo de incubadoras debe realizar un conjunto de fun-
ciones que permitan un adecuado ambiente. Para ello se
debe controlar el CO,, la temperatura y la humedad [1] [2].

Fig. 1 Esquema general de las incubadoras de CO,

Il. MATERIALES Y METODOS

En la implementacidn de cada de una da las funciones de
las Incubadoras de CO, existen varias tendencias que pre-
sentan ventajas y desventajas entre ellas. A continuacion se
realiza un anélisis de cada una de ellas, fundamentalmente
en cuanto al control de CO, de la temperatura y la humedad.

A. Control de CO2

Los niveles de CO, dentro de la cdmara se establecen con
un punto de ajuste donde se controla que este se mantenga.
Cuando se abre la puerta, se libera CO, y un sensor detecta
las variaciones en el nivel de este. Automaticamente se
inyecta CO, para compensar el nivel hasta el punto de ajus-
te. El sistema de control generalmente corresponde a un
algoritmo PID (Proporcional Integral Derivativo) contro-
lando este por ancho de pulso la posicion del elemento final
de control, es decir, en la solenoide, cuando mayor sea la
diferencia entre el punto de ajuste y el valor real, mas tiem-
po durara la inyeccion del gas, a medida que se va aproxi-
mando al punto de ajuste, mas se ira acortando el tiempo de
inyeccion, generalmente con la inyeccion solamente no se
logra el punto de ajuste perfecto, pues el volumen de gas
suministrado puede variar por factores como: ligeros cam-
bios de la presion del regulador de CO, a la salida del cilin-
dro, para compensar este efecto si el valor real de CO, reba-



sa el punto de ajuste, existe un pequefio compresor de aire
gue suministra un pequefio volumen para compensar el
exceso de CO,, también cada una hora se suministrara una
pequefia cantidad de aire por este compresor para eliminar
cualquier exceso de CO, causado por la generacion de este
gas en el mismo proceso de cultivo celular y por la varia-
cioén de la resistencia al flujo de la linea de suministro que
puede variar por la longitud o por el diametro interno, asi
como por la obstruccidn de los filtros HEPA (Filtro de par-
ticulas). Dependiendo de estos requerimientos existen va-
rios métodos de control de CO,, que a continuacién seran
descritos [3] [4] [5].

Conductividad térmica (TC): El sistema de conductivi-
dad térmica funciona midiendo la diferencia de resistencia
entre dos termistores (tipo de sensor de temperatura), uno
expuesto al entorno de la cdmara y el otro encerrado o en
contacto con un flujo de aire de referencia, tanto el flujo de
aire donde se realizara la medicion de CO,, como el de
referencia deben estar exactamente a la misma temperatura,
ya que el principio de funcionamiento de este tipo de ins-
trumento se basa en la diferencia de conductividades térmi-
cas entre el CO, y el aire atmosférico, el CO, tiene una
conductividad térmica menor (0,71) que el aire atmosférico,
y como este tiene un valor de 0.03% de CO,, toda muestra
gue contenga un por ciento mayor tendra menor conductivi-
dad térmica, por lo que extraerd menos calor de la termorre-
sistencia de la rama del puente que corresponda al flujo de
gas a medir, lo que desequilibrard un puente balanceado,
siendo el desequilibrio proporcional a la diferencia en con-
centracién de CO, entre las dos ramas del puente. La pre-
sencia de CO, en la cAmara modifica la resistencia entre los
dos termistores. Se determina el nivel de CO, midiendo la
resistencia.

Una desventaja del sistema de conductividad térmica es
que la precision del sensor se puede ver afectada por cam-
bios en la temperatura y en la humedad relativa. Abrir la
puerta con frecuencia genera fluctuaciones en la temperatu-
ra'y en la humedad relativa, ademas de los niveles de CO, y
esto puede afectar la precision de la conductividad térmica
del sensor.

Infrarrojo (IR): El sistema infrarrojo se desarrollé como
alternativa al sensor de TC y es un controlador mas preciso
de los niveles de CO.. El sistema infrarrojo detecta los nive-
les de CO, con un sensor Optico. Una muestra de aire de la
camara pasa entre un emisor infrarrojo (una fuente de luz) y
el sensor. El sensor detecta una reduccion en el IR del emi-
sor cuando el CO, de la muestra de aire absorbe el IR. La
cantidad de IR absorbida se relaciona con los niveles de
CO, de la muestra de aire. El sensor de IR es menos afecta-
do por variaciones de temperatura y humedad, por lo que es

mas preciso que el sensor de TC, especialmente después de
abrir la puerta. Sin embargo, el sistema IR suele ser mas
costoso que el sistema de TC. Siempre se debe evitar la
condensacion de las paredes de la incubadora, ya que esto
puede ser una causa de errores de lectura en las concentra-
ciones, y también una indicacion de que la temperatura no
esta homogeneizada en las paredes de la camara [1] [3] [4]

[5].

B. Control de temperatura

Camisa de agua: Las incubadoras con camisa de agua
(Nuaire) mantienen la temperatura rodeando la cémara
interior con agua calentada en un compartimiento separado.
El agua se calienta y circula alrededor de la camara interior
por conveccion natural. El calor del agua se irradia a la
camara interior manteniendo una temperatura constante en
el interior. El agua es un medio almacenador de energia
particularmente eficaz y el sistema de camisa de agua se
considera el método mas confiable de calentamiento en caso
de corte de energia, esto es debido a la gran entalpia que
posee el agua, la mayor de todas los elementos disponibles.
En este Ultimo caso, una incubadora con camisa de agua
mantendrd una temperatura fija en el interior de la cAmara
durante un tiempo de 4 a 5 veces mayor que una unidad con
paredes radiantes, en caso de fallo de la energia.

Presentan dos inconvenientes basicos, uno es que de la
misma forma en que almacena gran cantidad de energia,
también hay que suministrarle esa energia para elevar la
temperatura, por lo que tardara en ocasiones hasta mas de
24 horas en estabilizarse a la temperatura de trabajo, siendo
extremadamente critico el sistema de control de temperatu-
ra, pues si esta pasa el punto de ajuste, sera una desviacion
que tomard demasiado tiempo en ser compensada, pudién-
dose dafiar el proceso que se realizaba. Es necesario tam-
bién, tener la precaucién de cambiar el agua cada cierto
tiempo, aunque si se utiliza de forma destilada y un correcto
biocida este tiempo puede ser tan largo como semestral [2]

(3] [3]-

Paredes radiantes: Las incubadoras con paredes radian-
tes (Hirayama, Biotech, Sanyo) calientan la camara interior
mediante calentadores montados en la cavidad circundante,
que irradia calor a través de la camara interna. Un sistema
de calentamiento por paredes radiantes permite una rapida
recuperacion de la temperatura después de abrir la puerta o
de cambios en los valores de temperatura.

Los sistemas de calentamiento por paredes radiantes son
mas simples para el usuario, ya que no requieren el llenado,
monitoreo y vaciado de la camisa de agua [1].



Resistencias eléctricas: En el sistema de calentamiento
por flujo de aire caliente, se simplifica la conexion de las
resistencias eléctricas a las paredes exteriores de la camara,
y se logra una temperatura homogénea de forma rapida, mas
hay que chequear que no se cree ningln efecto de succion
debido a alguna entrada de aire al espacio entre las paredes
exteriores de la camara y la cubierta exterior, ya que esto
crearia areas de enfriamiento, con la consecuente no homo-
genizacion de temperatura y la creacién de areas de conden-
sacién que pueden tener cierta interferencia con la medicién
de la concentracion del gas.

También, de forma independiente se calienta la puerta,
por una resistencia colocada en el interior de la misma, para
de esta forma homogeneizar también la temperatura en el
frente de esta.

La medicion de la temperatura se lleva a cabo general-
mente mediante termorresistencias de Platino, (PT 100), o
en otros casos, mediante termorresistencias semiconducto-
ras tipo NTC. En casos de modernos equipos con control a
microprocesador, se mide tanto la temperatura interna de la
camara, como la del exterior, para poder generar una sefial
de control que sea capaz de compensar la salida de potencia
a los elementos calefactores, antes de que una variacion de
la temperatura exterior tuviese algun efecto indeseado en la
temperatura del interior de la camara de incubacion.

En algunos modelos se puede instalar un ventilador fue-
ra del area de cultivo para contribuir a la circulacion del aire
dentro de la camara sin alterar los cultivos. Esta suave cir-
culacion acelera la recuperacion de la temperatura interna
como de los niveles de CO, y de humedad después de abrir
la puerta. Existen aplicaciones donde esta opcion no es
recomendable, porque siempre puede implicar un riesgo de
contaminacion cruzada entre las diferentes muestras, de-
biéndose valorar la homogenizacién de la mezcla de CO,
con el aire, ya que al ser este mas denso que el aire, si la
incubadora estd muchas horas, incluso dias sin utilizarse,
puede ocurrir que el CO,, al ser 1,5 veces mas denso que el
aire se asiente mayormente en el fondo de la incubadora,
por tanto reciben una mayor concentracion las muestras que
estén ubicadas en el fondo que las que estén situadas en la
parte superior [1] [3].

C. Humedad. Proteccion de los cultivos contra la
desecacion

La desecacién es un factor que genera problemas en los
cultivos de células. Es importante mantener niveles adecua-
dos de humedad dentro de la camara para evitar el secado de
los cultivos. Las grandes incubadoras de CO, pueden usar
generadores de vapor o atomizadores para controlar los
niveles de humedad relativa, pero la mayoria de las incuba-
doras pequefias o medianas usan bandejas para generar

humedad mediante evaporacion, aunque también algunos
modelos utilizan sistemas de humidificacion activos. Las
bandejas producen niveles de humedad relativa entre 95% y
98%. Algunas incubadoras tienen depositos de humedad
con agua en bandejas calientes, lo que aumenta la evapora-
cién. Un deposito de humedad puede aumentar los niveles
de humedad relativa de 97% a 98%, pero este sistema es
mas complicado y podrian surgir problemas debido a un
aumento en la cantidad de componentes y esas unidades
podrian tender a producir una transpiracion interna. Otros
sistemas miden la humedad relativa en el interior de la in-
cubadora, esto lo hacen de varias formas, a través del cono-
cido sistema de bulbo humedo y bulbo seco, 0 més gen-
eralmente, a través de sensores electronicos de humedad
construidos especialmente con ese objetivo, tales como las
celdas de cloruro de litio que consiste en una celda embeb-
ida en cloruro de litio con una rejilla de ldminas de oro, la
sal tiene la propiedad de variar su resistencia al aumentar o
disminuir la humedad ambiente ya que libera o absorbe
iones de la pelicula soporte, como la humedad relativa esta
determinada simultaneamente por el contenido de humedad
y por la temperatura del aire, es obvio que es necesario
compensar esta. Este elemento no puede utilizarse en at-
mosferas con polvo, didéxido de azufre, vapores acidos,
amoniaco, cloro, vapores alcalinos, acetileno, oxido de
acetileno y atmosferas contaminadas con sal. El elemento
envejece, disminuyendo su indicacién en 1% a 2% por afio.
La precision suele ser de mas menos dos a tres por ciento y
su rango de trabajo de 5% a 95% de humedad relativa. En
funcién del grado de humedad relativa fijado en el punto de
ajuste, si la incubadora tiene esta opcidn, se permitira la
vaporizacién de una pequefia cantidad de agua para lograr el
punto deseado. En estos casos no deberd existir una bandeja
con agua en la incubadora, ya que la presencia de esta lleva-
ra4 a una humedad relativa equivalente a la existente a vapor
practicamente saturado a la temperatura de incubacion (37
grados centigrados, la mas comun) y presién atmosférica.

También se puede medir la humedad relativa por anali-
zadores de infrarrojos, algo similar al método de la medi-
cién del CO,, pero en este caso a una longitud de onda que
sea mas propia del vapor de agua y por métodos de capaci-
dad, que se basa en la variacidn de la constante dieléctrica
que el material experimenta entre el estado himedo y el
estado totalmente seco [4] [5].

D. Material de la camara

En este aspecto se debe tener en cuenta la calidad del
acero que conformen la cdmara de incubacion, el cual debe
ser de acero inoxidable, de una superficie bien pulida y con
el menor nimero de protuberancias posibles; al igual que
las bandejas donde se colocan las muestras, ya que cual-



quier area de corrosion facilitaria la contaminacién por el
crecimiento de microorganismos no deseados, dificultando
asi la limpieza [1] [6].

E. Contaminacion

La contaminacion es una fuente importante de fracaso en
el cultivo de células. Los fabricantes de incubadoras de CO,
han hallado maneras de ayudar a combatir este problema.
La reduccion de las areas o superficies donde pueden crecer
los microorganismos y la incorporacion de ciclos de descon-
taminacion automética son algunos de los métodos que
ayudan a los investigadores a evitar la contaminacion.
Otros, también ofrecen filtros HEPA en las incubadoras de
CO, para reducir la contaminacion durante el ciclo de incu-
bacion. Las camaras revestidas en cobre con estantes y
accesorios de cobre también reducen el crecimiento de hon-
gos y otros contaminantes. Los estantes desmontables e
interiores sin fisuras o rincones cerrados en cdmaras inter-
nas recubiertas reducen las areas donde pueden crecer los
contaminantes. Las superficies también son méas accesibles
para el uso de desinfectantes. Algunas incubadoras de CO,,
cuentan con ciclos que descontaminan la cdmara interna
entre ciclos de incubacion. La descontaminacién automatica
funciona aumentando la temperatura interna a + 90 grados
centigrados durante varias horas, eliminando asi los micro-
organismos contaminantes, otros plantean 120 grados centi-
grados durante 4 horas. El ciclo de descontaminacion auto-
matica usada en conjunto con los filtros HEPA, tanto en la
linea de suministro de aire como de CO, reduce enorme-
mente la contaminacién [1] [2] [7] [8].

111. ResuLtapos Y Discusion

Una incubadora de CO, debe ser facil de usar y de man-
tener. Con la introduccion de controles por microprocesado-
res se logra el 6ptimo autoajuste de los parametros de con-
trol permitiendo su optimizacion, logrando una estabilidad
tanto de temperatura como del por ciento de CO, sin la
intervencion del operador ni el técnico de servicio. El uso
de estos controles permite ademas, la medicion de la tempe-
ratura ambiente para conformar una sefial de control que
permita compensar por adelantado cualquier variacion de la
temperatura ambiente que cause una variacion en la tempe-
ratura de incubacion. Las funcionalidades tales como ter-
mostatos, alarmas de sobretemperatura, de CO,, de apertura
de puerta, proteccion de configuracién con contrasefia,

autocalibracion y ciclos de descontaminacién automatica,
ofrecen facilidad de operacion y seguridad al usuario.

En el caso de una limpieza total de la camara se reco-
mienda la utilizacion de perdxido de hidrégeno. Valorando
esta opcion debido a que es desinfectante y no contaminan-
te.

IV. CONCLUSIONES

Luego de haber analizado las partes que conforman la In-
cubadora de CO, y su funcionamiento se concluye que el
sensor de CO, por Infrarrojo es el mas recomendable. En
cuanto a la utilizacién de camisas de agua o jacket de aire
dependeria fundamentalmente de las probabilidades de un
fallo de energia en el lugar donde se encuentre instalado. La
opcion de medicion y control de humedad relativa estard
presente siempre que sea necesario mantener un intervalo
de 40% a un 90%, si es necesario por encima de un 90% se
utilizara la bandeja de agua. En el caso de estrictos requeri-
mientos de esterilidad se sugiere la utilizacion de modelos
que tengan la opcién de desinfeccion térmica.

Se hace necesario la méxima atencion a las prestacio-
nes que se esperan del equipo y el costo que sea razonable
pagar, teniendo un conocimiento del proceso de incubacion
que se va a realizar, y en los puntos en que este es mas sen-
sible a interferencias. Conociendo y analizando lo anterior-
mente expuesto, permite tener las herramientas minimas que
faciliten una eficiente eleccion.
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