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Las Musdceas son una especie vegetal de un alto valor agregado para la economia de
muchos paises tropicales, entre ellos Venezuela, por esta razén ha surgido la
necesidad de establecer y disefar sistemas que faciliten la propagacién de estas
plantas. El sistema de propagacion in vitro en medio semisélido es uno de los
métodos mads utilizados en la actualidad, pero demanda el uso de considerable mano
de obra capacitada, alto consumo de reactivos y un amplio espacio fisico, entre otros.
Otro de los sistemas desarrollados para tal fin son los Biorreactores de Inmersién
Temporal, los cuales permiten automatizar los procesos de cultivo de las plantas
como ventaja principal. Con base a esto y considerando que no se tiene conocimiento
acerca de que en Venezuela se haya desarrollado un Biorreactor de este tipo para la
propagacion vegetal surgi6 el interés de disefiar, construir y evaluar un Biorreactor de
Inmersién Temporal Prototipo financiado por el proyecto ordinario ID-ARA-05-010
a cargo del INIA-CENIAP. Para ello se utilizaron criterios de disefio para
biorreactores como la velocidad del flujo de aire, volumen, didmetro del equipo y
condiciones de operaciéon (presion y temperatura); ademds, se estudiaron todos
aquellos materiales que sirvieron para la construccién de cada una de sus partes y el
disefio del sistema de inyeccidon de aire que controla la frecuencia y tiempo de
inmersion, ademds de la presion y flujo de aire que entran al biorreactor. Se
establecieron como condiciones de operacion una presion de 0,2 barg y temperatura
de 27+2 °C; Frecuencia de Inmersién de 4h y Tiempo de Inmersién de 5 min. Por
otra parte se estudi6 el comportamiento de la biomasa de la planta en el sistema in
vitro tradicional en medio semisélido a través de la grafica de la Curva de
Crecimiento Sigmoidal de la planta y se establecieron comparaciones con la curva
obtenida mediante la utilizaciéon del biorreactor prototipo construido, obteniendo
resultados altamente satisfactorios con respecto al aumento de la biomasa de la planta
en funcién del tiempo dentro del biorreactor; ademds de evaluar el efecto de la
deshidratacién inicial de la planta y el momento en que esta empieza a adaptarse al
medio, en ambos sistemas, generando valores representativos y favorables para el
Biorreactor prototipo.

Por otra parte, estudios adicionales respecto a la absorcion de nutrientes en la planta
utilizando el biorreactor disefiado en este estudio, permitieron determinar el momento



Optimo para el cambio de medio nutritivo liquido, estableciéndose a partir del dia 18
respecto a 30 dias de duracidn del experimento.

Los valores correspondientes al andlisis de concentracién de los nutrientes
Fésforo, Calcio, Magnesio y Potasio sirvieron de base para el desarrollo de un
modelo matematico, mediante la aplicacién del paquete estadistico STATISTICA 7.0,
el cual posee técnicas de andlisis multivariable necesarias para el caso particular de
este estudio; ademds, del andlisis de componentes principales, el cual permitid
construir una ecuacién de regresion multiple (dependiente de multiples variables) que
represente el momento en que la planta requiere de un cambio de medio nutritivo para
continuar con su desarrollo.

El modelo obtenido es estadisticamente significativo en todas las variables
principales involucradas en el estudio; ya que el andlisis de varianza arrojé un valor
menor al reportado en la bibliografia de 0,0019 ©¥

El modelo matematico reportado en este estudio, es un modelo predictivo que
puede ser utilizado para evaluar los cambios en alguna de las variables propuestas en
esta investigacion, con el fin de observar los efectos en la planta y su correspondencia
con los valores numéricos obtenidos mediante la aplicacion de la ecuacién; es decir
comparar los resultados tedricos con los experimentales para un instante de tiempo
determinado.
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FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

CAPITULO I

FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION.

En este capitulo se presentan los fundamentos que motivaron la realizacion de
esta investigacion, abarcando el planteamiento del problema, el objetivo general, los

objetivos especificos establecidos en este Trabajo Especial de Grado.

1.1 Planteamiento del problema

La agricultura del siglo XXI se enfrenta a problemas sin precedentes, como el
desmesurado crecimiento de la poblacién global, con una base de recursos naturales
cada vez mas fragil. Numerosa es la cantidad de personas que viven en zonas rurales
de paises pobres, sufriendo de hambre crénica, y millones padecen de carencias
nutricionales, debido a la baja calidad en su alimentacion habitual. Al mismo tiempo,
una poblacién mundial en vias de rdpido crecimiento exige a la agricultura una
variedad mayor de atributos de calidad, no solo en lo que respecta a los productos en

si, sino también en los métodos empleados para producirlos.

Existen indicios alentadores de que la biotecnologia agricola puede contribuir
a afrontar estos retos, permitiendo acelerar los programas convencionales de
mejoramiento y ofrecer al agricultor material de plantacion libre de enfermedades, en
sustitucion de productos quimicos que son perjudicales para el medio ambiente y la
salud humana. Ademads ofrece instrumentos de diagndstico y vacunas que ayudan a
combatir enfermedades en los animales de forma significativa y permite mejorar la
calidad nutricional de alimentos y frutas basicos como el arroz, maiz, yuca y plitano,
entre otros, creando nuevos productos con fines nutricionales, sanitarios y
comerciales. Aunado a esto, los paises en via de desarrollo necesitan aumentar la

superficie de terrenos cultivados para cubrir la demanda alimentaria en crecimiento
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constante, mediante la aplicacion de técnicas que no agoten los recursos de la tierra o

causen danos permanentes al medio ambiente.

En la actualidad, las personas viven muy preocupadas por su alimentacién. El
consumidor tiende a asociar alimentos naturales con alimentos sanos y seguros.
Centenares de cientificos de distintas disciplinas (quimica, farmacia, ingenieria)
trabajan en los centros de investigacion de la industria alimentaria para desarrollar
productos adaptados a las necesidades de una poblacidon, que es cada dia mads

numerosa.

Mediante las técnicas de biotecnologia moderna, es posible obtener productos
vegetales rdpidamente y en mayor cantidad en comparacién con la manera
tradicional; nuevas variedades de plantas con caracteristicas mejoradas, tolerancia a
condiciones adversas, resistencia a herbicidas especificos, control de plagas, cultivo

durante todo el afio y control de malezas, entre otros .

La micropropagacion de las plantas es una de las técnicas de mayor aplicacién
en la industria biotecnoldgica actual, sin embargo su expansién en el futuro esta
condicionada a la existencia de tecnologias que permitan su automatizacién y

mejoren los protocolos de aclimatizacion de las plantas .

Uno de los sistemas de micropropagacion que ha generado grandes avances en
el campo, es la aplicacion de biorreactores de inmersion temporal, los cuales
contribuyen a reducir los costos de produccién de las plantas, mano de obra,
reactivos y material fungible (materiales y equipos de uso general en laboratorios),
niveles de contaminacién y manipulaciéon de explantes (parte de una planta que es
utilizada para el cultivo in vitro), mejorando el porcentaje de enraizamiento y
sobrevivencia de las plantas en la etapa de aclimatizacién, obteniendo plantas
certificadas y de alta calidad, logrando de esta manera automatizar los mecanismos de

propagacion in vitro utilizados en el pafs.
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El reto es transferir el sistema en estudio (Biorreactor de Inmersién Temporal)
a los agricultores en las zonas productoras, para mejorar los rendimientos del cultivo,
asi como la calidad de vida de los mismos, quienes son directamente los mayores

beneficiados.

Para ello se pretende disehar, construir y evaluar un biorreactor de
inmersion temporal prototipo, en base a criterios ya establecidos para la propagacion
in vitro de especies vegetales adaptables a las condiciones del ecosistema de cada

region.

El aspecto principal a considerar es el estudio cinético de las reacciones que
se llevan a cabo dentro del biorreactor (absorcién de nutrientes), ya que al ser una
nueva tecnologia no se han desarrollado modelos que permitan describir el
crecimiento de las plantas bajo un ambiente controlado, a diferencia de los ya
conocidos estudios para el crecimiento microbiano utilizados en el disefio de
reactores para el tratamiento de aguas residuales, la obtencién de antibidticos y la

fermentacion de levaduras.

La variedad de planta utilizada para el estudio es el Pineo Gigante (cambur o
banano) que se puede apreciar en la Figura N° 1, genotipo de acuminata AAA;
variedad comercial perteneciente a la coleccién del banco de germoplasma de Musa
(género vegetal al cual pertenecen los plitanos y cambures) ubicada en el Campo
experimental del CENIAP Maracay, Estado Aragua, el cual representa uno de los
rubros estratégicos para el pais, con fines de seguridad alimentaria. La investigacion
que pretende llevarse a cabo en este Trabajo Especial de Grado forma parte de una de
las lineas de investigacion del Laboratorio de Biotecnologia del CENIAP-INIA

Maracay.
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Figura N° 1 Banco de germoplasma de Musa del INIA CENIAP, Maracay

Los platanos y cambures pertenecen al género Musa, familia Musécea, orden
Zingiberales @, Son usados en la alimentaciéon humana y ocupan el cuarto lugar entre
los alimentos a escala mundial, representando el principal alimento para al menos 400
millones de personas en el Trépico y Africa; sin embargo su expansién en el futuro
se ha visto limitada por escasez del material vegetal debido a la proliferacién de
enfermedades, virus e insectos perjudiciales, entre otros aspectos. Por esta razén la
técnica de micropropagacion in vitro es de gran utilidad para la multiplicacién masiva

de este tipo de plantas.

Ademads, de ser util para el consumo humano y animal, las musiceas son
altamente utilizadas en la industria, para la produccién de papel, textil, en la
construccién de viviendas (para logar mayor resistencia) y en la elaboracion

artesanal de esteras, sombreros y sillas “.
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1.2 Objetivos

En funcién del planteamiento anterior, se propone como fin de la
investigacion un objetivo general, y una serie de objetivos especificos que conjunto
pueden llevar a feliz término el desarrollo del proyecto.

1.2.1 Objetivo General

Desarrollar el modelo Fitocinético para la propagacion masiva de Pineo Gigante

in vitro en un biorreactor de inmersion temporal.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Disefiar un prototipo de Biorreactor de Inmersién Temporal estableciendo

sus parametros de disefio:

- Volumen del Biorreactor

- Tiempo de Inmersion (TI)

- Frecuencia de Inmersion (FI)
- Flujo de aire (F)

- Construir un Biorreactor prototipo

- Estudiar experimentalmente la absorcién de nutrientes y el crecimiento de la

planta

- Elaborar la curva de crecimiento Sigmoidal del Pineo Gigante

- Comparar resultados experimentales con los teéricos generados por el modelo

cinético.
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- Comparar el desempefio del sistema convencional de propagacién in vitro

con el de Inmersién Temporal.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

En este capitulo se presentan todos aquellos estudios y definiciones que sirven

de apoyo para el desarrollo de la investigacion.

I1.1. Curva de crecimiento Sigmoidal

La curva de crecimiento Sigmoidal corresponde a una funcién matemdtica
Logistica que ejemplifica el comportamiento del tamafio o peso de un organismo en
funcion del tiempo; ajustada a un modelo matematico, util para interpolar entre datos
medidos y estudiar el efecto de un procedimiento experimental sobre el crecimiento
de las plantas u 6rganos vegetales que se estdn evaluando ©. La Figura N° 2 (a)
presentada a continuacidon muestra la curva de crecimiento sigmoidal en la que se

pueden reconocer tres fases principales ©:

Altura L (cm)

dL/dt, (cm/dia)

Velocidad de crecimiento

Dias después de plantarse (t)

Figura N° 2. Curva de Crecimiento Sigmoidal y su derivada.
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Fase Exponencial (I): Se puede apreciar que el tamafio (L) aumenta de

manera exponencial con el tiempo (t). Esto significa que la rapidez de

- dl . o .
crecimiento (d_ es baja al principio, pero aumenta en forma continua como
t

se observa en la Figura N° 2 (b). En esta etapa los organismos ya se han

adaptado perfectamente al medio.

Fase Lineal (11): El aumento de tamafio continua a una velocidad constante y
usualmente méaxima por algin tiempo (Fig. 2-b). La rapidez de crecimiento
estd indicada por una pendiente constante en las curvas de altura (superiores)

y por la parte horizontal de las curvas de rapidez (inferiores).

Fase de Senescencia (IlIl): Se caracteriza por una curva decreciente del
crecimiento como se puede apreciar en la caida de la curva de velocidad de la
Figura 2(b) ocurre a medida que la planta alcanza la madurez y comienza a
envejecer dejando un registro de su crecimiento, y un indicio de su potencial
de crecimiento futuro; se caracteriza por una velocidad constante (nula) como
puede observarse en la Figura N° 2. En esta ultima fase de crecimiento, la
planta ha alcanzado su densidad maxima y podria seguir los siguientes

caminos:

e Mantenerse en el mismo tamafio durante largo tiempo.

¢ Aumentar lentamente, con una mejor adaptacién al medio.

Declinar de forma progresiva, hasta llegar a la extincion.

Fluctuar regular o irregularmente.
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11.2 Biotecnologia y propagacion in vitro.

A continuacién se desarrollan tépicos esenciales para la compresion de la
Biotecnologia; como la técnica de cultivo in vitro, ventajas y areas de aplicacion,

factores preponderantes para su desarrollo, y su importancia en la economia actual.

I1.2.1 Definicion de biotecnologia y dreas de aplicacion

La Biotecnologia es una actividad multidisciplinaria que incorpora los
principios cientificos y de la ingenieria, al procesamiento de materiales por agentes
bioldgicos para proveer bienes y servicios. Los agentes bioldgicos pueden ser células
microbianas, animales, vegetales y enzimas. Entendiéndose por bienes a cualquier
producto industrial relacionado con alimentos, bebidas, productos medicinales, etc; y
por servicios a aquellos vinculados a la purificacién de aguas y tratamiento de

efluentes ©

Por el hecho de considerar a la Biotecnologia como una actividad
multidisciplinaria, ésta se encuentra intrinsecamente relacionada con distintas dreas

del conocimiento cientifico entre las cuales se pueden mencionar :

- Biologia Molecular: Provee informacion detallada sobre las caracteristicas
moleculares de los sistemas vivientes (acidos nucleicos, sistemas enzimaticos)
y la forma en que se expresan y transmiten sus caracteristicas individuales de

una generacion a otra.

- Ingenieria Genética: Comprende una serie de técnicas que permiten obtener
un organismo recombinante, es decir, portador de un gen extrafio a partir de
otras células, sean éstas microbianas, vegetales o animales. Es una disciplina
derivada de la Biologia molecular que estd incluida en la Biotecnologia como

herramienta fundamental para la obtencién de microorganismos especificos.



MARCO TEORICO

La ingenieria Genética es una herramienta muy poderosa para el desarrollo de
alternativas ambientales como productos y procesos que  eviten la

contaminacion del ambiente y el agotamiento de los recursos no renovables ®

Ingenieria Ambiental: Actualmente, la principal aplicacion de la biotecnologia
ambiental es controlar o reducir la polucién. La limpieza del agua residual fue
una de las primeras aplicaciones, seguida por la purificacion del aire y gases
de desecho mediante el uso de biofiltros. En la actualidad muchas industrias
estdn desarrollando procesos en el drea de prevencion de la contaminacion,
con el fin de reducir el impacto ambiental como respuesta a la tendencia
internacional hacia el desarrollo de una sociedad sustentable. La biotecnologia
puede ayudar a producir nuevos productos que tengan menos impacto

ambiental.

La biotecnologia puede ser utilizada para evaluar el estado de los ecosistemas,
transformar contaminantes en sustancias no tdéxicas, generar materiales
biodegradables a partir de recursos renovables, desarrollar procesos eficientes

de produccién de bienes y servicios y manejo seguro de desechos 7.

Bioingenieria: Tiene por objetivo el disefio de modelos y dispositivos que
simulan o se inspiran en objetos, mecanismos o sistemas de la vida. Algunos
de sus productos sirven de prétesis o material de recambio (marcapasos,
rifiones artificiales, audifonos, dializadores, etc). denominandose en este caso
"bioingenieria médica". Otro aspecto de interés en la Bioingenieria ha sido el
desarrollo de equipos y procesos, donde mediante la propagaciéon de
pequenisimos seres vivos se pueden generar productos beneficiosos para el
hombre (antibidticos, alimentos, bebidas, enzimas, productos industriales
obtenidos por fermentacidn, cultivos celulares). Estos casos son los de la
"bioingenieria de las fermentaciones" y de cultivos de células o similares, que

considera el disefio y operacién de biorreactores 7.

10
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- Microbiologia Industrial: Puede definirse como la parte de la Microbiologia
que se ocupa de las aplicaciones industriales de los microorganismos.
También se puede decir que la Microbiologia Industrial agrupa aquellos
procesos industriales cataliticos basados en el uso de microorganismos. La
biorremediacion (uso de sistemas bioldgicos para la reduccion de la polucién
del aire o de los sistemas acudticos y terrestres) se estd enfocando hacia la
limpieza del suelo y los residuos sélidos provenientes de las industrias,
tratamientos de aguas domésticas e industriales, aguas procesadas y de
consumo humano, aire y gases de desecho, lo que estd provocando que surjan
muchas inquietudes e interrogantes debido al escaso conocimiento de las
interacciones de los organismos entre si, y con el suelo.

Dentro de la biotecnologia industrial encontramos la agricola, la cual estd
disefiada para resolver problemas en todos los aspectos de la produccién y
elaboracion agricola, incluido el fito mejoramiento para elevar y estabilizar el
rendimiento, resistencia a plagas y a condiciones abidticas adversas como la

sequia y el frio, y aumentar el contenido nutricional de las plantas ?.

11.3 Propagacion in vitro

La micropropagacion o propagacion vegetal in vitro se refiere a la produccioén
masiva de células, tejido u 6rganos de plantas en un medio aséptico que le aporte los
nutrientes necesarios para su desarrollo; consiste en tomar pequefias secciones del
tejido vegetal de una planta o estructuras enteras como yemas y cultivarlas en
condiciones artificiales para regenerar plantas completas. Es especialmente ttil para
conservar plantas valiosas, mejorar especies (en aquellos casos en que es dificil
hacerlo por otros medios), acelerar el mejoramiento de las plantas y obtener

abundante materia vegetal para investigacién ®.

11
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11.3.1 Ventajas y mecanismos de la Micropropagacion in vitro

Entre las ventajas que ofrece la técnica de micropropagacion vegetal in vitro se

pueden sefialar ©:

- Incremento acelerado del niimero de plantas

- Reduccién del tiempo de multiplicacién

- Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie

reducida como se puede apreciar en la Figura N° 3, a bajos costos y en

tiempos econdmicamente rentables.

Figura N° 3. Vista del Banco de Germoplasma de Yuca del INIA- CENIAP (Maracay)

- Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos

restricciones aduaneras.

- Posibilidad de multiplicar rdpidamente una variedad de la cual sélo existan

pocos individuos.

12
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Para el debido conocimiento de la técnica de propagacién vegetal in vitro es util
conocer los mecanismos de propagacion que pueden llevarse a cabo; entre los que se

pueden citar ©:

- Organogénesis directa: Consiste en la generacion de plantas sin raices
directamente del explante, como puede obtenerse en la Figura N° 4 donde se
muestra la tallos, raices o flores. Estos 6rganos son inducidos a partir de una
célula o de un grupo de células que, segtn las condiciones de cultivo, tienen

la propiedad de mantenerse en activa division.

- Embriogénesis directa: Proceso mediante el cual se desarrolla un embrién a
partir de una célula huevo fertilizada o asexualmente desde un grupo de

células somadticas; posteriormente estos embriones germinan y regeneran

plantas.

Masa callosa
Verde

- Masa callosa
- Amarilla

Figura N° 4. (a) Formacién de masas callosas blancas, amarillas y raices (Organogénesis) a partir

de hojas de cedro), (b) Embriones somadticos a partir hojas de cedro (Embriogénes)

13
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- Organogénesis indirecta / Embriogénesis indirecta: primero la planta genera
un tejido amorfo, llamado callo, de donde posteriormente se formaran brotes o

raices como se muestra en la figura N° 5.

Figura N° 5 (a) Callo embriogénico. Figura N° 5 (b) Brote vegetal a partir de callo embriogénico.

11.3.2 Desarrollo del cultivo in vitro

El primer paso es la extraccion del explante. Para ello se corta una porcion de
tejido y se desinfecta. Una vez extraido se coloca en un medio de cultivo adecuado en
el cual es mantenido, para su desarrollo, bajo condiciones apropiadas de luz,

temperatura y humedad.

El cultivo in vitro recorre tres fases, tal como se explica a continuacién

- Fase I (Iniciacién): El objetivo de esta primera etapa es iniciar el desarrollo del
explante cultivado en forma aséptica. En general ocurre primero un aumento del
tamafio y luego el tejido va adquiriendo lentamente pigmentacion verde.
Posteriormente irdn desarrolldndose brotes o plantas completas a partir de las

cuales pueden obtenerse yemas axilares.

14
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Fase Il (Multiplicacién): En esta fase el objetivo es la multiplicacion activa del
explante para la produccion de numerosas plantas a partir de una, constituyendo
asi un clon proveniente de una planta madre.

Fase III (Acondicionamiento para el transplante a tierra): Frecuentemente las
plantas desarrolladas in vitro no poseen raices o, si las tienen, muchas veces no
son funcionales. En general tienen malas conexiones vasculares entre la raiz y el
tallo. A nivel foliar puede estar alterada la produccion de clorofila. Los estomas
no funcionan o lo hacen muy lentamente y la capa de cera epicuticular es muy

reducida.

La formacién de raices es relativamente facil de lograr en plantas herbéceas;

existe una etapa de induccién de raices, de iniciacion del crecimiento y de elongacion

de las mismas. En esta fase del crecimiento se suele incrementar la intensidad de luz

para favorecer la rusticacion de las plantas.

Fase 1V (Transplante): En el momento del transplante es importante no daiiar las
raices. Es necesario lavarlas cuidadosamente para retirar los restos del medio de
cultivo, debido a que los mismos ofrecen un buen sustrato para la proliferacion de
hongos y bacterias que pueden afectar el desarrollo de la planta en el suelo. El
mayor problema en esta etapa es la deshidratacion debida a algunas caracteristicas

anatomicas que presentan las plantas obtenidas in vitro.

11.3.3 Factores que afectan el sistema de cultivo

Entre los aspectos a considerar para el establecimiento de un sistema de

cultivo estdn: el explante, las normas de asepsia, medios de cultivo y las condiciones

ambientales de incubacion ©.

- Explante: el explante es una parte de un tejido u érgano que se aisla del resto

de la planta con fines de cultivo. Dependiendo el tipo de respuesta que se

15
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desea generar, se recomienda utilizar explantes jovenes ya que mientras mas
joven se encuentre el explante, mejor serd su respuesta in vitro; el tamafo es
otro aspecto que se debe tomar en cuenta para el establecimiento de los
cultivos, cuanto mds grande sea, mayores serdn las posibilidades de obtener
una respuesta callosa aunado a una mayor probabilidad de contaminacién con
microorganismos debido al tamafio del area superficial expuesta. Se debe
tener en cuenta la incidencia de otros factores que a menudo pueden alterar las
respuestas de los explantes cultivados como la época del afio en que se
realizan los cultivos, especialmente cuando los explantes se obtienen en
plantas de invernadero o campo, ademds se deben considerar las condiciones

de cultivo de las plantas donantes de los explantes.

- Asepsia: La relacion explante-cultivo y las condiciones fisicas en que
normalmente se incuban los cultivos conforman un ambiente propicio para la
proliferacién de microorganismos (bacterias y hongos), los cuales los pueden
destruir, competir con el explante por el medio de cultivo o modificarlo.
Evitar las contaminaciones con microorganismos es un aspecto bésico que se
debe tener en cuenta para el éxito, no solamente en el establecimiento de los

cultivos sino en su ulterior incubacién y manipulacion.

- Medio de cultivo: Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in
vitro de un determinado explante, es necesario elegir un medio apropiado de
cultivo para lo que no solo deben considerarse sus componentes, sino también

su preparacion.

En la actualidad se presentan innumerables formulaciones, cada una de las
cuales contiene entre 15 y 35 compuestos quimicos que suministran los nutrientes
necesarios para el completo desarrollo de las plantas; entre los que se pueden

mencionar:

16



MARCO TEORICO

a) Carbono

b) Nutrimentos minerales

¢) Vitaminas

d) Agente gelificante ( en caso de ser medio semisélido)

e) Sustancias reguladoras del crecimiento

Existen cuatro medios nutritivos bédsicos como se puede apreciar en tabla N° 1
perteneciente a la seccion de anexos, donde se puede apreciar que para el cultivo de
tejidos in vitro la diferencia entre los distintos medios estd marcada por las

concentraciones de los nutrientes que los componen.

- Fuentes de Carbono. Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, y por lo
tanto es necesario agregar al medio una fuente de carbono. La sacarosa (2% a
5% viv) es el azicar que mas se utiliza, y se puede reemplazar por glucosa y

en menor medida por fructosa.

- Nutrimentos minerales. El primer objetivo en la preparacién de un medio de
cultivo es suministrar los nutrimentos minerales en concentraciones adecuadas
para el crecimiento de plantas enteras. Se deben incluir los macronutrientes
(C, Hy, Oy, P, K, N, S, Ca y Mg) y los micronutrientes (B, Zn, Mn, Cu, Mo,
Fe, Cl, Ni). Las plantas son organismos autétrofos, con un sistema radical
altamente especializado para la absorcion de nutrientes; las suspensiones
celulares, en cambio, son generalmente sistemas heter6trofos, donde el
crecimiento y el metabolismo dependen de la disponibilidad de medio
nutritivo y reguladores en el medio de cultivo. Puesto que los nutrientes en el
cultivo pueden modificar la fisiologia de las células, es importante conocer los
mecanismos que regulan su absorcion. Por otra parte, es importante saber
que el intercambio de nutrientes entre los compartimientos de la célula son

alterados durante el ciclo de cultivo
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Vitaminas. Si bien los medios de cultivo contienen varias vitaminas, en forma

general se incorpora tiamina.

Agente gelificante. Para el caso de los medios semi s6lidos cominmente se

adiciona agar (0.6% a 1.0%).

Reguladores de crecimiento. En algunos casos se obtienen respuestas in vitro
deseadas sin la adicion de reguladores de crecimiento, sin embargo cuando es
necesario utilizarlos, los mas comunes son del tipo de las auxinas o las

citocininas.

Otros componentes. Ocasionalmente se adicionan otros componentes al medio
de cultivo como fuentes de nitrégeno reducido, carbohidratos, sustancias
antioxidantes especialmente para el cultivo de explantes con alto contenido de
polifenoles (causantes del oscurecimiento y eventualmente la muerte de los
explantes). En ocasiones se incorpora carbén activado (0.1% a 5% p/p) para

absorber metabolitos toxicos si fuera el caso.

Condiciones Ambientales para la Incubacion: Es conveniente que los cultivos
sean incubados en ambientes controlados, por lo menos en lo que se refiere a
luz y temperatura; debido que las respuestas morfogenéticas pueden ser
alteradas por la temperatura de incubacion, asi como por la calidad, intensidad

y duracién de la luz.

Para propositos generales se sugiere utilizar, en el establecimiento de los
cultivos, una fuente luminosa compuesta de ldmparas fluorescentes y
lamparas incandescentes que brinden entre 1000 a 4000 lux de iluminacién.
Comunmente se utiliza un ciclo de fotoperiodo de 16 h y se recomiendan

temperaturas entre 25 a 28 °C.
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Cada brote se mantiene en frascos individuales como se puede observar en las
Figura N° 6, los cuales deben transferirse manualmente cada 20 o 30 dias a medios
nutritivos frescos con el objeto de evitar el agotamiento en concentracion de

nutrientes y el crecimiento excesivo de los brotes en los frascos individuales .

Figura N° 6. Micropropagacion in vitro de orquideas

Todo ello significa mantener una cantidad de frascos proporcional al nimero
de plantas producidas y un ndmero importante de personal para la preparacion
periddica de medios de cultivo y manejo de los brotes en sus diferentes etapas lo que

se traduce en un alto costo"”.
11.4 Biorreactores

El uso de los biorreactores estd muy difundido en la actualidad, debido a los
beneficios que esta tecnologia aporta en diversas dreas de la ciencia. Este estudio se
enfoca principalmente al uso de biorreactores en el cultivo de especies vegetales,
tipos de biorreactores y parametros de disefio.

11.4.1 Definicion y funcionamiento de los Biorreactores

Un biorreactor es un recipiente generalmente cilindrico, de acero inoxidable o

polimero, que mantiene un ambiente biolégicamente activo. En algunos casos, como
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el tratamiento de aguas residuales o la fermentacion; un biorreactor es un recipiente
en el que se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o sustancias
bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos; dicho proceso puede ser
aerdbico o anaerdbico "

Es sin duda, uno de los equipos fundamentales de la microbiologia industrial
y su disefio debe ser tal que asegure un ambiente uniforme y adecuado para los

microorganismos.

Los requerimientos que debe poseer un biorreactor pueden resumirse a

continuacién 7

a. Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de

cultivo a fin de prevenir la sedimentacion o la flotacion.

b. Mantener constante y uniforme la temperatura.

c. Minimizar los gradientes de concentracion de nutrientes mediante la

utilizacion de un sistema de agitacion.

d. Suministrar oxigeno a una velocidad adecuada, que satisfaga el consumo y

asegure el incremento de la biomasa.
e. El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; una vez que todo

el sistema ha sido esterilizado y posteriormente sembrado con el organismo

deseado.
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11.4.2 Tipos de Biorreactores

Existen tres tipos de biorreactores de uso muy difundido: el tanque agitado, de
elevacion de aire (air lift) y biorreactores de inmersion temporal. En el primero de
ellos como se muestra en la Figura N° 7, la agitacion se realiza mecanicamente

mediante un eje provisto de turbinas accionado por un motor.

mator
= manometrao
carga —— =
salida de
) gases
1 I—_salfda de
Ho O
defiector ] agitador
camisa .1 {l
Ha0 de —==7 llg j—aireador
refrigeracion
aire
esteril

Figura N° 7. Tanque agitado (el mezclado se realiza mecdnicamente)

El aire se inyecta por la parte inferior del tanque y es distribuido por una
corona que posee pequefios orificios espaciados regularmente. El aire que sale de
cada orificio choca con las paletas de la turbina inferior generdndose de este modo
miles de pequefias burbujas de aire, desde las cuales difunde el oxigeno hacia el seno
del liquido. El sistema de agitacion se completa con deflectores que tienen por
finalidad cortar o romper el movimiento circular que imprimen las turbinas al liquido,

generando de este modo mayor turbulencia, evitando vdrtices y promoviendo un
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mezclado homogéneo. El tanque estd rodeado por una camisa de enfriamiento por la

que circula agua, lo que permite controlar la temperatura .

Para tanques mayores que a 2000 litros este sistema ya no es eficiente y es
reemplazado por un serpentin que circula adyacente a la pared interior del tanque.
Debe tenerse en cuenta que a medida que es mayor el volumen de cultivo también lo
es la cantidad de calor generado por lo que se hace necesario un sistema de
refrigeracion de mayor capacidad. Los tanques son construidos en acero inoxidable
pulido, lo que garantiza la inocuidad del sistema, facilita su limpieza y posterior

esterilizacion del equipo por medio de altas temperaturas 7.

En los biorreactores de tipo "air lift" como la figura N° 8 mostrada a
continuacion; el aire inyectado al cultivo es el que promueve la agitacién y

oxigenacién del medio, garantizando un mezclado homogéneo dentro del sistema.
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Figura N° 8. Biorreactor tipo “Air Lift”
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Basicamente estd constituido por dos cilindros concéntricos. El cilindro
interior posee una base cilindrica perforada, mediante la cual se inyecta aire; de este
modo se genera la circulacién de liquido de forma ascendente en el compartimiento
interno y descendente en el externo (cilindro exterior), favoreciendo el mezclado y

evitando vértices dentro del sistema ©.

Los Biorreactores de Inmersiéon Temporal son aquellos donde las células o
tejidos se encuentran en contacto con el medio de cultivo liquido a través de
frecuencias y tiempos de inmersion diarias definidos, durante el proceso de

crecimiento y desarrollo.

Se han clasificado en cuatro categorias dependiendo el tipo de operacién en

- Sistema Inclinado o de Eje Movil: Los investigadores Harris y Mason en el
afio 1983 desarrollaron dos sistemas en los cuales no se considera la
renovacion del medio nutritivo. El primero consta de matraces Erlemeyers
colocados en un dngulo de 30° en direcciones opuestas, con una capacidad de
400 frascos de 50 ml cada uno o 320 frascos de 125 ml cada uno. Este sistema
se diseiié para 7 frascos con una capacidad de 900 ml cada uno. Un sistema
mecadnico agita el material vegetal colocado en su interior cada 30 segundos

con una inclinacién entre 30 a 40 °.

- Inmersion completa del material vegetal con renovacion del medio nutritivo:
Tisserat y Vandercook en 1985 implementaron un dispositivo elevado y con
capacidad de 10 L, donde el medio de cultivo es drenado periédicamente para

ser sustituido por un medio fresco en un ambiente estéril
El sistema automatizado de cultivo vegetal mostrado en la Figura N° 9,

consiste en una tuberia de silicona, 2 bombas para llevar el fluido, 2 envases

de vidrio para depositar el medio de cultivo, una valvula de tres vias en acero
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inoxidable, un tanque para el cultivo vegetal y un sistema de control

automatizado para la manipulacién de los flujos y el tiempo de bombeo.

Figura N° 9. Sistema automatizado de cultivo vegetal.

Inmersion parcial con mecanismo para la renovacion del medio nutritivo: El
tejido vegetal se coloca sobre un soporte sélido o semisdlido (agar, membrana
de propileno o celulosa). Un sistema de bombeo transfiere un medio liquido
que contiene los nutrientes necesarios para el desarrollo de la planta hasta los
tejidos, por lapsos de tiempo y frecuencia previamente establecidos; luego
este liquido es drenado por un sistema de succion hasta un envase contenedor

donde se almacena hasta la préxima transferencia.

En el ano 1995 los cientificos franceses Teisson y Alvard desarrollaron un
sistema de propagacion masiva de plantas, al cual llamaron RITA (Reactor de
Inmersién Temporal), que permite reducir considerablemente el laborioso

trabajo que implica el sistema de propagacion in vitro. El sistema consiste en
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un recipiente pldstico dividido en dos compartimientos. En el superior se
coloca el tejido vegetal o explante sobre un soporte permeable, y en la parte
inferior el medio de cultivo liquido (Murashige & Skoog 1962). Este sistema
cuenta con dos filtros hidr6fobos de 0.2um reutilizables: uno central (entrada

de aire) y uno lateral (salida de aire) .

El filtro central se conecta al sistema de aireacion (bomba) a una presioén de
salida de 0.2 bar para que impulse el medio del compartimiento inferior al
superior durante un periodo corto (Tiempo de Inmersion). Este baiio temporal
que reciben los explantes se regula por un temporizador que permite la
apertura de una electro-vdlvula que controla el sistema de Inmersion.

Obteniendo de esta manera la propagacion masiva de las plantas 2.

En la Figura N° 10 se muestra de manera esquematica el
funcionamiento del RITA, donde los explantes son sumergidos en un medio
nutritivo liquido por un periodo de tiempo (determinado por el investigador),
mediante la utilizacién de un sistema de bombeo que luego es apagado para

que el liquido sea retirado de los explantes por gravedad.

| "~ Electro-valvula ’@Bomba +Fillro

Figura N° 10. Sistema RITA® de Inmersién Temporal para la propagacién de plantas
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Inmersion completa con mecanismo neumdtico para la transferencia del
medio nutritivo: El sistema relativamente simple y facil de utilizar. Permite el
contacto directo de los explantes con el medio liquido, ademds de la
renovacion de la atmoésfera gracias a un sistema de ventilacion forzada, es
decir, una bomba impulsa el liquido de un tanque contenedor hacia el tanque
de cultivo y luego en sentido contrario como se muestra en la Figura N° 11,
generando el movimiento de los gases presentes en la atmoésfera de las

plantas, para su posterior renovacion.

Como estos sistemas no cuentan con un tanque de almacenamiento de medio
fresco, es necesario renovarlo cada 4 a 6 semanas con la finalidad de evitar el

agotamiento de los nutrientes.

~%®

® Bomba de Aire

E Valvula
Solenoide

i}
:\:I: Filtro de aire hidrofébico

Figura N° 11. Sistema BIT para la propagacién masiva de plantas. Desarrollado por la
Universidad de Ciego de Avila (Cuba)
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La duracién y frecuencia de inmersion son los pardmetros mds importantes
que determinan la efectividad del sistema. La optimizacion del volumen de medio
nutritivo y la capacidad del envase de cultivo elevan considerablemente la eficacia

del sistema, especialmente en la etapa inicial de crecimiento de la planta ©.

La inmersion temporal también mejora la calidad de las plantas obtenidas. El
resultado se traduce en mayor vigor para la etapa de iniciacion y disminucién de la
hiperhidricidad, siendo esta controlada ajustando los tiempos de inmersion; logrando
de esta manera que el material vegetal resultante posea una tasa de propagacion
mucho mayor (resistente a la etapa de aclimatizacién) que por el sistema de

micropropagacion en cultivos semisélidos ©.

Los pardmetros relevantes que contribuyen a la reduccién en los costos de

produccioén para el sistema de inmersion temporal son:

- Reduccidén de la mano de obra.

Disminucion del espacio requerido para el area de trabajo.

Menor cantidad de envases utilizados.

- Alta calidad en el material vegetal producido.

11.4.3 Aplicaciones de los biorreactores

En el drea de servicios se utilizan biorreactores con microorganismos para la
purificacion de efluentes, aspecto fundamental para el mantenimiento de la calidad

del agua y por ende la salud de las personas.

Por otra parte se debe destacar la importancia de los Biorreactores en la

investigacion, desarrollo y manufactura de productos destinados al mantenimiento de
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la salud y tratamiento de enfermedades, fundamentalmente por su aplicaciéon en la

produccion de compuestos de actividad farmacoldgica y vacunas.

La figura N° 12 muestra algunas aplicaciones de los biorreactores en la
industria, para procesos de fermentacion y en el tratamiento de vertidos de efluentes

industriales.

Figura N° 12 (a) Biorreactores enzimdticos para la degradacion de vertidos industriales contaminados

con fenoles. (b) biorreactores utilizados para cultivo de bacterias en el proceso de Fermentacion.
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En la industria de alimentos es también significativa la aplicacion de esta
tecnologia para la produccion de bebidas, enzimas, saborizantes y productos l4cteos,
entre otros. El drea de aplicacion minera y ambiental (biorremediacion de suelos)
esta relacionada con la biolixiviacién microbiana, es decir, la utilizacion de

microorganismos en la extraccion de minerales o concentrados que los contienen.

Un sistema simple y efectivo utilizado por la industria de la lixiviacién para
la extracciéon de metales (en este caso Plomo) son los Reactores Anaerdbicos de
Flujo Ascendente (RAFA) mediante el uso de Bacterias Sulfato Reductoras (BSR)
como se puede observar el la Figura N° 13, este sistema logra precipitar los metales
que posteriormente serdn retirados del liquido para su disposiciéon adecuada o

reutilizacién .

Medidor
de pH

3

‘Qf M

"JWHV’*:I— Efluente
el

5 16

I @ I
i il = e v Medio mineral

Plamo ﬂ * Sulfato de sodio
* Etanol
Infilente ﬁ‘r Infiliente
(50l. de plomo) {medio minaral)

Reactor RAFA

Figura N° 13. Esquema del reactor anaerobio de flujo ascendente (RAFA), utilizado para evaluar la
remocion de plomo de efluente liquido
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La recirculacion del liquido dentro del biorreactor se realiza por medio de una
bomba de desplazamiento positivo con velocidad variable para manipular flujos de
10 a 180 L/h. Mediante la adicién de NaOH 0.5 N es controlado el pH (pH 7). El
medio nutritivo estd constituido por una fuente de carbono (etanol) sulfato y plomo

en solucién (Pb(NOs3), de manera independiente del liquido a tratar) .

Este sistema utiliza las BSR con el objetivo de producir sulfuro, a partir de la
reduccién de sulfato, el cual actia como aceptor de electrones, en ausencia del
oxigeno. El sulfuro producido bioldégicamente, reacciona quimicamente y de manera
instantdnea con el plomo soluble alimentado al reactor, para formar sulfuro de plomo
(PbS). El PbS es una forma no téxica y muy insoluble que tiende a sedimentar o a

mantenerse en suspension para retirado posteriormente del equipo .

La produccién agricola se ve también favorecida en sus aspectos de
produccién y micropropagacion masiva de plantas, mediante el uso de biorreactores
como puede apreciarse en la Figura N° 14, donde se obtiene una alta produccién de
material vegetal en el sistema de Inmersion Completa con Mecanismo Neumético

para la transferencia de medio nutritivo (discutido anteriormente).

Figura N° 14 Biorreactor de Inmersién Temporal (BIT) para la propagacion de plantas elaborado por el
Centro de Bioplantas. Cuba
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11.4.4 Disefio de Biorreactores

El disefio de biorreactores es una actividad de ingenieria bastante compleja,
debido a la cantidad de aspectos a considerar como la fluidindmica, geometria y
capacidad del reactor, material para su construccidn, cinética de la reaccion, sistema
de intercambio gaseoso, mecanismo de agitacion, volumen de medio nutritivo
liquido, tiempo y frecuencia de inmersién entre otros aspectos relevantes. Los
microorganismos o células son capaces de realizar su funcién deseada con gran
eficiencia bajo condiciones 6ptimas. Las condiciones operacionales de un biorreactor
tales como flujo de gases desprendidos o absorbidos por el sistema (oxigeno,
nitrégeno, diéxido de carbono, etc.), temperatura, pH, oxigeno disuelto y velocidad
de agitacién o circulacién, deben ser cuidadosamente monitoreadas y controladas;
para ello se utilizan recipientes, sensores, y un sistema de control interconectados

para garantizar el funcionamiento adecuado del sistema de reaccion.

Una de las caracteristicas comparativas que definen la calidad de los
biorreactores es su esterilidad, especialmente cuando se trabaja con organismos
bioldgicos sensibles a la contaminacion bacteriana. Los factores de riesgo de mayor

relevancia que afectan la esterilidad del equipo son descritos a continuacién !?.

- llenado o cambio de medio liquido, sellado de sensores y puntos de muestreo:
Una de las formas mds comunes para la contaminaciéon del sistema
(biorreactor) es el llenado del mismo. No siempre es facil asegurar la
hermeticidad o sellado efectivo del equipo. En los casos en que los
biorreactores dispongan de sensores o tomas de muestreo, la unién entre estos
dispositivos y el equipo debe ser de un material que garantice su adherencia e
impida el paso de microorganismos; ademads, que no se deforme mediante las
altas temperaturas presentes en la etapa de esterilizacién del sistema.
Materiales como caucho son recomendables mientras la temperatura de

esterilizacion no exceda 150 °C (temperatura de degradacion del material).
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En los lugares de toma de muestra es recomendable una vez realizada que sea
esterilizado con vapor de agua, llama directa o alcohol; con el objetivo de impedir la
entrada de bacterias al sistema; y la colocacién de una abrazadera que ajuste el tapon

al sitio de muestreo como se puede observar en la figura mostrada a continuacion.

"

P |
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Figura N° 15 Toma de recoleccién de muestra

- Acumulacién de medio nutritivo dentro del recipiente contenedor: La
acumulaciéon de medio nutritivo en alguno de los componentes que conforman
el reactor es uno de los principales factores que afectan la esterilidad del
sistema. Para evitarlo, el biorreactor debe ser construido con acabados que
aseguren su inocuidad y proporcionen ficil limpieza; por ello es
recomendable la utilizacién de estructuras cilindricas o redondeadas, pulidas
(evitando &ngulos agudos) disminuyendo la posibilidad de formacién de
volimenes muertos y acumulaciéon de medio nutritivo en el equipo.
Dependiendo de la funcién del biorreactor, el recipiente contenedor es
cominmente elaborado en acero inoxidable (316 L), vidrio (100 %

borosilicato, Pirex o Kimax) gracias a su comprobada esterilidad.

- Filtracién de flujos de aire en las entradas y salidas del sistema: El aire que

ingresa o sale del biorreactor debe ser completamente estéril para prevenir
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cualquier tipo de contaminacién; por ello se recomienda la utilizacién de
filtros de aire hidréfilos cuyo didmetro de poro sea 0.45 micrones (tamafo

que impide el paso de microorganismos y esporas) **.

Figura N° 16. Filtro OptiScale de membrana de Ester de Celulosa

Generalmente los filtros son fabricados de polimeros homogéneos de ésteres
de celulosa sobre una malla de poliéster, obteniendo un filtro versatil con una
reproducibilidad y eficacia elevadas debido a su medio que no libera fibras y

de elevada retencién .

En los biorreactores el control de la fase gaseosa depende del flujo de gas
suministrado y puede ser facilmente manipulado para cumplir con los niveles
deseados de O, y CO,. En un proceso aerdbico, la transferencia éptima de oxigeno es
el objetivo mds dificil de lograr. El oxigeno se disuelve muy poco en el agua (y atin
menos en caldos fermentados). La transferencia de oxigeno usualmente se facilita por
la agitacion, que se requiere también para mezclar los nutrientes y mantener la

fermentacion homogénea. Sin embargo, existen limites para la velocidad de agitacion,
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debidos tanto al alto consumo de energia como al dafio ocasionado a los organismos

debido a un esfuerzo de corte excesivo ¥

Las condiciones limite de velocidad para el sistema de agitacion se
determinan de manera empirica, ya que dependen del sistema en estudio y las
caracteristicas del fluido. Se recomienda que la rotacion del agitador sea mayor
que el limite critico minimo, fijado o determinado por la observacién de
parametros como la sedimentacién de sélidos disueltos y la apariciéon de zonas

muertas dentro del reactor ¥.

Ahora bien, el limite critico maximo para la velocidad del agitador se
determina mediante la apariciéon de fendmenos como la espuma y fluctuaciones
superficiales del liquido, es decir que la agitacion promueva la evaporacion del

mismo (efecto no deseado).

Para asegurar que la aireacién sea estable es recomendable que el flujo de
aire que entra al reactor (Q) sea definido como 1vvm, es decir que la cantidad de
aire suministrado por unidad de tiempo sea proporcional al volumen manejado por
el reactor; por ejemplo, si definimos el consumo de aire en 1/min, entonces la

cantidad del aire introducido Q ser4 igual a la capacidad del reactor en litros "%

Si las velocidades de rotacion son bajas se debe evitar un aumento brusco en
la cantidad de aire suministrado al equipo, con el objetivo de prevenir el efecto
“flooding” o acumulacién de burbujas de aire; como se ejemplifica en la figura N° 17
mostrada a continuacion, donde se puede observar que en la etapa de carga del equipo
(loading) la agitacién moderada provoca una dispersion homogénea de las burbujas
de aire en todas direcciones dentro del reactor; caso contrario cuando el flujo de aire
sufre un aumento brusco provocando la acumulacién de burbujas en la zona central
del equipo lo que ocasiona una baja dispersiéon del aire y en consecuencia un

mezclado deficiente del fluido"?.
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Loading Flooding

Figura N° 17. Efecto “flooding” en los Biorreactores

Se disponen de un gran nimero de elecciones sobre el tipo y localizacién del
agitador, las proporciones del tanque, el nimero y dimensiones de las placas
deflectoras, etc. Cada una de estas decisiones afecta a la velocidad de circulacién del
liquido, los modelos de velocidad y el consumo de potencia. Generalmente se
recomienda la utilizacion de agitadores de turbina, como se muestra en la Figura N°

18. Las proporciones tipicas son %

D,: Didmetro del aspa.

D, 1 H T J 1 D.: Didmetro del Reactor.

D, 3 D, 10 D, B E: Altura del Agitador sobre el fondo
Donde:  del tanque.

£ =1 K = l i — l H: Altura del liquido en el tanque.

D, D, 5 D, 4 W:Ancho del aspa..

L: Altura del las aspa.
J:Ancho de las placas deflectoras
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Figura N° 18. Pardmetros de disefio de un agitador de turbina

La aplicacion de un sistema de control y monitoreo es un aspecto de gran
relevancia para el disefio de biorreactores ya que al trabajar con sistemas bioldgicos
se necesita mantener variables como agitacién, temperatura y aireacion

perfectamente constantes.

La figura N° 19 muestra un ejemplo ilustrativo de un biorreactor disefiado
para un proceso de fermentacion tipico. Las variables relevantes a controlar en este
equipo son la temperatura, pH, velocidad del agitador, presion parcial de oxigeno, y

la concentracion de la espuma.
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Figura N° 19. Esquema de funcionamiento de un Biorreactor en un proceso de Fermentacién
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Por ello se requiere la implementacion de un sistema de intercambio y control
de temperatura para mantener el proceso a temperatura constante (25 a 27 °C es
recomendable). Se utilizan sensores generalmente de acero inoxidable (Pt 100) que

mantiene la temperatura constante con una apreciacion de + 0.5°C.

La fermentacion bioldgica es una fuente importante de calor, por lo que en la
mayoria de los casos, los biorreactores requieren de agua de enfriamiento. Pueden
ser enfriados con una chaqueta externa conectada a una electro valvula (para regular
el fluyjo de agua) o mediante serpentines internos para recipientes sumamente

gandes ¥

Por otro lado, para el control de pH se utilizan electrodos esterilizables con
una apreciacion en su lectura de * 0.02 pH (Mettler-Tolede-Tolede son
recomendados), ellos comparan el valor medido de pH con un “set point” establecido
dependiendo el sistema en estudio. El pH regulado mediante la adicién de acido o

alcali (dependiendo el caso).

Una de las variables a controlar exclusivamente en un proceso de fermentacion
es la presion parcial de oxigeno (pO;), mediante la combinacion del flujo de aire con
la velocidad de rotacién del agitador considerando los valores limites definidos para
la agitacion. La pO, se ajusta a un valor fijo (determinado por el operador) entre un

méaximo y minimo cuya diferencia generalmente se encuentra de 10 a 20% .

La concentracion de la espuma es otra variable a controlar ya que es un
fenémeno indeseable en los procesos de fermentacion a que el nivel aumenta no es
posible realizar los andlisis correspondientes para determinar la calidad del caldo de
fermentacion producido. Se utiliza un sensor de espuma, el cual mide su

concentracion y la compara con un valor limite.
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Para caso de los Biorreactores de inmersion temporal es importante controlar
los siguientes factores: tiempo y frecuencia de la inmersion, cantidad de medio
nutritivo, capacidad del recipiente, tiempo de restitucion de medio nutritivo,
fotoperiodo, presidon interna, temperatura interna del reactor, gases presentes y
condiciones de esterilidad; con el objetivo de crear un medio ideal para un ripido y

eficiente desarrollo de las plantas.

11.5 Modelaje Matemdtico

El Modelaje es el proceso mediante el cual se construye una funcién o
algoritmo, capaz de explicar el comportamiento observado del sistema y de predecir
respuestas desconocidas. Una vez establecido el modelo general del sistema en
estudio, se estard en condiciones de ajustar los pardmetros del mismo a los datos

experimentales 7.

Una de las aplicaciones mas extensamente utilizadas en Quimica Analitica es
el ajuste de datos experimentales a una funcién matemdtica, a denominada Modelo
Matemadtico, el cual relaciona las variables experimentales que se consideran
significativas con el sistema en estudio, por medio de coeficientes ajustables o
parametros. Los modelos matematicos ofrecen el modo mds conveniente y compacto
de reducir la informacién experimental, y un medio para la simulacién de

experiencias hipotéticas a partir de muy pocos datos experimentales.

Una metodologia altamente utilizada en el manejo estadistico de datos es la
ecuacion de regresion multiple en sistemas no lineales, considerando el caso que los
valores de una variable dependen de los valores que tomen las otras variables
involucradas en el estudio. Esta técnica, que explora todo tipo de relaciones
dependientes tiene como objetivos establecer el valor de los pardmetros del modelo,
el intervalo de confianza de los mismos, evaluar la bondad del ajuste y

principalmente predecir los cambios en una variable dependiente o regresora
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(variable directamente afectada por el proceso) en respuesta a los cambios en las
distintas variable independientes o predictoras. Elaborar un modelo de regresion
multiple es un trabajo complejo, debido a esto es de suma importancia que todas las
variables regresoras sean sefialadas y que la metodologia experimental que se lleve a
cabo sea lo suficientemente confiable para generar una buena respuesta, haciendo
hincapié en el comportamiento fisico del sistema en estudio para verificar las teorias

que han conducido a la expresiéon matematica final 7.

La ecuacion de regresiéon es una combinacién lineal o no (dependiendo del
comportamiento del sistema en estudio) de las variables que mejor predicen la
variable dependiente. La seleccion de variables de mayor relevancia se realiza
mediante aproximaciones secuenciales, llamadas estimaciones  “stepwise” (pasos
inteligentes). Mediante los coeficientes de regresion es posible determinar la
importancia relativa de cada variable predictora. Las variables dependientes deben
ser cuantitativas y tener en cuenta una cantidad adecuada de datos bioldgicos
experimentales para la construccién del modelo y corroboracién de los resultados

arrojados ¥

Los modelos de regresion constituyen la base para la estimacion de
parametros en genética cuantitativa. Son ejemplos de su aplicacion el cédlculo de la
estabilidad de los genotipos mediante la descomposicion de la interaccion genotipo-

ambiente y el parecido entre parientes.

Un estudio realizado por Bugarin y colegas (2002) permitié generar un
modelo para estimar la acumulacién diaria de materia seca y potasio en la biomasa
aérea (hojas) total de tomate entre la fecha de plantacion y cosecha, cuya aplicacion
se espera que sea valida indistintamente del habito de crecimiento del cultivo, manejo

o condiciones ambientales.
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Un modelo matematico, generalmente con fines cientificos tiene como
objetivo cuantificar las relaciones e interacciones que se presentan al interior de un
sistema, este tipo de modelo usualmente se presenta como un conjunto de ecuaciones
en la forma de un programa de computadora. Los modelos computacionales del
sistema suelocultivo-atmdsfera son comunmente utilizados para profundizar en el
entendimiento de los procesos que determinan la respuesta de un cultivo y mejorar la
habilidad para predecir el desempefio del mismo en diferentes dreas, bajo situaciones

de manejo del clima .

Para la construcciéon de un modelo se necesita tener conocimientos e
informacién detallados tanto de cada una de las partes individuales que forman el
sistema como de las interacciones existentes entre ellas, aproximandose tanto mas el
modelo a la realidad cuanto mads detallado sea dicho conocimiento y mas informacién
se disponga. Sin embargo, en muchos casos, para que un modelo sea manejable es
necesario renunciar a algunos elementos que componen el sistema y/o a algunas de

las interrelaciones entre ellos.

Si los elementos que se han conservado y las interrelaciones que se han
establecido son correctas y abarcan los aspectos mds relevantes del sistema, el
modelo serd util. Asi pues, puede decirse que la clave para la construccién de un
modelo radica, esencialmente, en identificar de manera adecuada y sin ambigiiedades
los elementos cruciales, definirlos de forma precisa y operativa y establecer las

principales relaciones entre ellos.

Para la creacion formal de un modelo se debe establecer una serie de etapas; éstas

son 1

1. Descripcion del sistema. Se trata de estudiar el sistema real con el fin de

identificar sus elementos, las relaciones entre ellos y los efectos que la

variacién de cada uno de ellos puede tener sobre los demas.
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2. Definicion de cada magnitud y variable. Teniendo en cuenta sus dimensiones

y unidades; estimando en lo posible sus intervalos de variabilidad.

3. Planteamiento y desarrollo de las ecuaciones

4. Andlisis de sensibilidad. Efecto de la variacién de cada pardmetro sobre las

variables a estudiar. Si se encuentra que una variable es muy sensible a un

parametro determinado, habrd que poner especial cuidado en su manejo.

5. Evaluacién del modelo. Estudiar si el modelo es capaz de dar respuesta a

cuestiones concretas, es decir, si los resultados obtenidos con él se ajustan

razonablemente a las observaciones realizadas.

Una medida de la bondad del modelo puede cuantificarse por medio de la

variable estadistica chia cuadrado:

N .
;“(.}F:

Y

- f) < 5

Donde N es el numero de puntos
experimentales, fi es la respuesta
calculada por el modelo, mientras y; es
el valor verdadero de la variable

observada en el punto i.

Un ejemplo sencillo de cémo las actividades de experimentacion y simulacion

pueden enlazarse se muestra en la figura N° 20 donde se observa que el modelo
conceptual de un sistema de cultivo, provee de hipétesis que pueden ser probadas de
modo experimental en el campo. Si se tiene la capacidad de describir el modelo
conceptual en términos cuantitativos, se puede entonces producir un modelo
matemadtico que puede ser introducido en un programa de computadora y obtener asi
un estimado simulado. El modelo puede ser simple y describir solamente un proceso,
o puede ser muy complejo donde obtenga la interaccion de varios procesos, tales

como la fotosintesis, fenologia, particion del carbon, contribucién de nutrientes,
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disponibilidad de agua del suelo, y el crecimiento y desarrollo de la planta en funcién
de los déficit de agua y de nitr6geno. Independientemente de la complejidad del
modelo, es siempre posible comparar los resultados simulado con datos medidos, y
determinar que tan correctamente el modelo se aproxima a la realidad. Cuando
existen discrepancias entre los datos medidos y simulado, se debe determinar el
porqué, lo cual puede involucrar experimentacion futura y refinamiento subsiguiente
del modelo conceptual y matematico. Este proceso representa un ciclo cldsico de
investigacién, pensado no solamete en mejorar el entendimiento, sino también en

proveer de modelos dindmicos que apoyen en la toma de decisiones.

Mejor Manejo

Sistema de
Cultivo

“ Experimentos en

Campo
Y
Datos Medidos > “ Modelo Conceptual
| Modelo Definitivo
Mejora Cuantificacion
NO
mpar Discrepancias SI Ajusta
Compara “ Obsefvadas H > [ Modelo Matematico

Simulaciéon

QUE PASA
SI...?

Y

Datos Simulados Analisis de Sensibilidad

Figura N°20. Esquema del proceso interactivo para el desarrollo y la validacién de modelos apoyados

en la informacion de experimentos de campo y su utilidad en el manejo de sistemas agricolas (Keeny
Spain 1992)
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Una vez que se tiene un modelo suficientemente probado es una herramienta
poderosa de andlisis, la cual permite evaluar diferentes estrategias de manejo,
contestando a la pregunta ;Qué pasa si....? la cual permite estudiar nuevas opciones
como cambio de fechas de cosecha, variacion en los nutrientes o sus cantidades;
cualquiera que fuesen las variables de las cuales depende el modelo disefiado; a

manera de optimizar el sistema.

Los objetivos de un modelo generado para el estudio de la ciencia son tres **:

1. Mejorar la comprensién de un sistema o probar teorias cientificas

2. Predecir el resultado de una combinacidn de situaciones en un sistema

3. Controlar el sistema estudiado y producir resultados anticipados.

Un aspecto practico importante es si existe o no, la cantidad adecuada de datos
para alimentar y evaluar un modelo. Maloszweski y Zuber (1992) mencionan que los
modelos con una gran cantidad de pardmetros generalmente proveen una mayor
resolucion de procesos complejos, que aquellos modelos con menos cantidad de
parametros. De todos modos, los modelos mas complejos no siempre son los mejores
en términos de precision o exactitud debido a la pobre aplicabilidad en un medio con

pocos datos disponibles.

Los modelos de simulacién son un medio importante para aumentar la
eficiencia de la investigacidn ya que €stos pueden auxiliar a los investigadores en la
asimilacion del conocimiento adquirido mediante la experimentacién y proporcionan

un marco de referencia para aportaciones de cardcter multidisciplinario.
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CAPITULO 11
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Esta Seccién estd constituida por la metodologia utilizada para la realizacién del

presente Trabajo Especial de Grado.

1. Revision Bibliogrdfica: Esta primera etapa consistié en investigar las bases
conceptuales que sustentaron la investigacion, en el drea de Biotecnologia
aplicada a la agricultura, biorreactores para el cultivo de células vegetales y

andlisis estadistico para el manejo de datos.

2. Préactica de inducciéon para el cultivo in vitro de especies vegetales,
familiarizacion con los equipos, técnica de cultivo, reglamentos, personal e
infraestructura de los  laboratorios donde se va a llevar a cabo la

investigacion.

3. Cultivo in vitro de Apices de Pineo Gigante en medio semisélido utilizando
los protocolos aplicados en el laboratorio de Biotecnologia del INIA

explicados a continuacion:

3.1 En un beaker de 1000 ml se agegaron en estricto orden las soluciones para
preparar el medio de cultivo (ver Anexo N° 2). Una vez agregados todos los
componentes del cultivo se completa el beaker con agua destilada hasta 1000
ml y se regula el Ph de la solucién (5.7-5.8). Posteriormente se calent la
solucién (90° C) en una plancha caliente con agitacion hasta que el agir se

disuelva completamente; en este punto la solucién se torna cristalina.
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A continuacién se pueden apreciar algunas de las etapas para la preparacion del

medio de cultivo

Figura N°21. (a) Soluciones para la preparacién del medio de cultivo. (b) Regulacion de Ph. (c)

Agitacion y calentamiento del medio de cultivo
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3.2 Cuando el agar se ha disuelto se detuvo la agitacion y calentamiento y se dejé
reposar la solucién por un lapso de 5 minutos. Posteriormente se agregaron
aproximadamente 25 ml por frasco de vidrio, los cuales poseen una capacidad

de 125 ml cada uno

3.3 Una vez llenos los frascos se taparon con papel de aluminio (solo la tapa) y se
colocaron dentro del autoclave a una temperatura de 121°C por un lapso de 30

min, con la finalidad de esterilizar el frasco y su contenido; convirtiéndolo en

un reservorio Optimo para las plantas.

Figura N° 22. (a) Frascos con medio de cultivo para esterilizar. (b) Esterilizacién del Medio de Cultivo

por medio del Autoclave

3.4 Transcurridos 30 minutos se sacan los frascos del autoclave y se dejan enfriar
aproximadamente 5 horas antes de llevarlos a la camara de flujo laminar para

el cultivo.

3.5 Se procede a limpiar la cdmara de flujo laminar con alcohol etilico al 70 % y

encendiendo el sistema para recircular el aire y purificarlo. Por otro lado, el
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instrumental utilizado en la etapa de cultivo como se observa en la tabla

perteneciente al Anexo N° 3 es previamente esterilizado en el autoclave.

3.6 Para el cultivo in vitro, Las partes externas del cormo que se observan en la
Figura N° 21(a) se eliminan hasta obtener secciones aproximadamente de 5
cm de largo y didmetro, que encierran el dpice vegetativo mostrado en la
Figura 21(b). La desinfecciéon del material vegetal se realiza lavando las
secciones obtenidas con jabon detergente comercial durante 5 min.
Seguidamente, se hace una segunda desinfeccion durante 10 min con alcohol
absoluto (90%); finalmente se sumergen los dpices en hipoclorito de sodio
comercial 2,5 % (V/V) durante 30 min. En condiciones asépticas, bajo
campana de flujo de aire laminar y utensilios estériles, se practican tres
lavados con agua destilada y se procede a reducir el tamafio del explante hasta
obtener un dpice de aproximadamente 10 mm de altura por 5 mm de didmetro,
seguidamente se coloca un dpice dentro de cada frasco contenedor del medio

semisolido.

Figura N° 23 (a) Cormo de Pineo. (b) Cormo reducido de tamafio por la eliminacién de las vainas

foliares externas.
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Por ultimo, se cierran los frascos de nuevo con el papel de aluminio y se sellan
con papel plastico evitando asi que entren bacterias y esporas de hongo al medio

de cultivo.

3.7 Se trasladan en un carrito metalico todos los frascos ya cultivados a un cuarto
climatizado, donde van a permanecer por un periodo 1 mes bajo un ambiente
controlado de 25 °C y luz fluorescente blanca fria, con un fotoperiodo de 16

horas

4. Cada semana de registraron datos de crecimiento y se almacenaron en una

tabla, para su andlisis posterior.

4.1 Transcurrido 1 mes de experimento se observaron las plantas, se tomaron las

ultimas mediciones de peso

4.2 Construccion de la Curva de Crecimiento Sigmoidal para el sistema

tradicional.

5. Disefio y construccién del prototipo de Biorreactor de inmersién Temporal.
(esta etapa realizo en conjunto con el Bachiller Adridn Gonzélez estudiante de
Ingenieria Metaldrgica de la UCV ya que el disefio y construccién del equipo
corresponden a su Trabajo Especial de Grado).

Para ello se establecieron las siguientes actividades:

5.1 Estudiar el mecanismo de funcionamiento de los Biorreactores de Inmersion

Temporal y determinar las variables de disefio.

5.2 Hacer un estudio de los materiales disponibles (fisica y econdmicamente)

para la construccion del prototipo.
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5.3 Construccién del biorreactor prototipo.

6. Evaluacién y puesta en marcha del prototipo. Se llevaron a cabo los siguientes

pasos para el cumplimiento de esta etapa:

6.1 Se coloca dentro del biorreactor el medio nutritivo liquido con dpices de pineo
extraidos mediante el mismo sistema utilizado para el cultivo in vitro en
medio semisolido y se procedié a observar el crecimiento de las plantas por
un periodo 1 mes verificando que no exista contaminacién del liquido

nutritivo por bacterias provenientes del medio ambiente.

6.2 Se fijan los tiempos, frecuencia y flujo de aire que entra al biorreactor y se
procedié a extraer semanalmente muestras del liquido nutritivo que fueron
enviadas al laboratorio de suelos del INIA para el andlisis de macronutrientes
(N, P, K, Ca, Mg, S). De igual forma que en el cultivo semisélido se tomaron
datos de altura en funcion del tiempo y se construyd una tabla de datos para el

manejo eficiente de los resultados.

6.3 Transcurrido 1 mes de experimento se procede a descargar el sistema y tomar

las dltimas mediciones y muestras para ser analizados posteriormente.

6.4 Con los datos suministrados de altura en funcion del tiempo se construyo la
curva de crecimiento sigmoidal de la planta mediante la técnica de

micropropagacion in vitro en un sistema de Inmersién Temporal.
7. Mediante el andlisis de los datos arrojados de concentracion de nutrientes en

el medio liquido se procedié a la elaboracion de un modelo matematico

mediante la utilizacion de un software estadistico.
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10.

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Comparacion de resultados experimentales con los tedricos arrojados por el
modelo. En esta etapa con ayuda de un andlisis de varianza se observo el
porcentaje de error obtenido mediante la correlacién respecto a los valores

obtenidos experimentalmente.

Discusiéon de resultados. Se compararon ambos métodos y se discutieron
variables como masa, cantidad de brotes, peso final y tiempo de propagacion;

con la intencién de corroborar la eficiencia del sistema disefiado.
Optimizacién del prototipo. Se discutieron las conclusiones en cuanto a

material, diseflo y capacidad del equipo y se generaron mejoras o

recomendaciones para logar una mayor eficiencia.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En esta etapa se presentan y discuten todos los resultados obtenidos del
Trabajo de Grado siguiendo la metodologia descrita en el capitulo anterior para

cumplir con los objetivos planteados.

El andlisis de las experiencias se dividié en cuatro partes; la primera es el
estudio de las curvas de crecimiento sigmoidal que involucra el estudio del sistema in
vitro tradicional, la segunda; el disefio, puesta en marcha, evaluacion del biorreactor
prototipo y comparaciéon de ambos sistemas, la tercera curvas de absorcién de

nutrientes y la cuarta etapa la construccién y validacién del modelo matematico.

1V.1. Estudio del Sistema de Propagacion in vitro Tradicional en Medio Semisolido.

Siguiendo el protocolo establecido en el Laboratorio de Biotecnologia del
INIA para el cultivo in vitro de dpices de Pineo se procedi6 a evaluar el desarrollo de

la experiencia.

Luego de un mes de cultivo estos dpices se convirtieron en una estructura
constituida por brotes como se
puede apreciar en la figura N° 24
listos para el cambio de medio
nutritivo (debido a su agotamiento)
o para ser colocado dentro de
Biorreactores con la finalidad de

continuar su crecimiento.

Figura N° 24. Callo de Pineo Gigante AAA.
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Como se muestra en la figura N° 25, Se tomaron 3 brotes de diferente masa y
se transfirieron cada uno a un frasco con medio semisélido fresco. En este punto se
tomo la masa inicial de los brotes y se registrd su variacion cada 3 dias por espacio
de un mes. Estos valores se registraron en la tabla N° 1, a partir de los cuales se pudo
extraer la informacién suficiente para construir la curva de crecimiento sigmoidal
para cada muestra (figura N° 26) observando la tendencia de las curvas de
crecimiento para brotes con pesos iniciales distintos, segin se muestra en la figura N°

24.

‘ -.q‘.‘
e’ -u.....j

| calo1 |1(@ & | Callo2 |
o .

Figura N° 25 Cultivo de Brotes de Pineo Gigante AAA a diferentes masas iniciales en el Sistema de

Propagacién in vitro Tradicional en Medio Semisélido

Tabla N°1. Variacién de la biomasa de los 3 callos de Pineo Gigante AAA en estudio.

BIOMASA (g)
tiempo (dias) Callo 1 Callo 2 Callo 3 Promedio
0 14 27,33 23,2 21,51
3 12,24 20,08 19,02 17,11
6 9,82 16,77 14,48 13,69
9 8,12 12,44 10,71 10,42
12 7,25 11,79 6,99 8,68
15 8,53 9,14 7,65 8,44
18 9,45 10,57 8,43 9,48
20 10,08 11,34 10,62 10,68
23 11,03 11,77 10,79 11,20
26 11,56 12 11,2 11,59
30 11,6 12,05 11,32 11,66
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En la figura N° 26 se puede observar que para las tres muestras de callos de
Pineo Gigante AAA en estudio aunque la masa inicial es distinta en cada caso, todas
poseen la misma tendencia de decrecimiento en los primeros 12 a 15 dias y luego de
crecimiento hasta el momento del cambio de medio nutritivo (cuando se agotan los

nutrientes) observado en el dia 30 del estudio

28 |

24 ¢ —Oo— Callo 1
—o— Callo 2

20 t —— Callo 3

Biomasa (gr)

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

Figura N° 26. Curvas de crecimiento sigmoidal para los tres callos de Pineo Gigante AAA en estudio

De acuerdo con la tabla N° 1, el callo 2 con una biomasa inicial de 27,33 g
sufrié una disminucién de peso equivalente a un 67% aproximadamente, empezando
a recuperar biomasa a partir del dia 15, hasta alcanzar en el dia 30 apenas un 44 %

de su peso inicial.

Ahora bien, para el caso del callo 3 se observd que su biomasa inicial fue de
23,2 g, con una disminucién del 70% en masa; empezando a partir del dia 12 a
recuperarla, hasta el dia 30 donde se obtuvo una recuperacion de un 49% de su peso

inicial.
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Por dltimo en el caso del callo 1, con una biomasa inicial de 14 g, esta
disminuyd en un 48% empezando a recuperarla a partir del dia 12 para

posteriormente recuperar al final del estudio (dia 30) el 82% de su biomasa inicial.

Para el dia 30 en todos los casos se determiné que este fue el momento para el
cambio de medio nutritivo debido al agotamiento de mismo, que para el caso de
medio semisdlido se evidencia fisicamente por el desgaste del medio y observaciones

en la planta como por ejemplo caida de sus hojas o marchitamiento de las mismas.

Resumiendo la experiencia se encontré el siguiente orden para el caso de
disminucién de biomasa: callo 1(48 %), callo 2 (67%), callo 3 (70%) y en cuanto a la
recuperacion de la misma: callo 1(83%), callo 3(49%) y callo 2(44%).

Se puede concluir que en callos de menor tamafio, la adaptacién al nuevo
medio es més facil, porque al ser un callo mds joven en comparacion a los de mayor
tamaio, sus células estdn en activa division lo que genera un crecimiento mas rapido
y el aprovechamiento de nutrientes es mayor, lo que es altamente beneficioso para la

planta.

Ahora bien, con el objetivo de explicar de manera mas detallada cada una de
las fases o etapas de crecimiento de la planta, se tomo el promedio de la biomasa de
los callos por cada tiempo y se construyd una curva de crecimiento sigmoidal
promedio, bajo la consideracion antes mencionada de que todas las demds curvas

presentan la misma tendencia de crecimiento.
En la figura N° 27 se muestra la curva de crecimiento sigmoidal promedio

para los 3 brotes y se puede observar que present6 tres etapas durante los 30 dias del

presente estudio.
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Figura N° 27. Curva de Crecimiento Sigmoidal promedio para el Sistema de propagacion in vitro en
Medio Semisélido (Sistema Tradicional)

La primera etapa (I) tuvo un periodo de duracion de 15 dias durante los cuales
se notd una disminucion considerable de la biomasa debido a un fenémeno de estrés
abidtico a causa de traspasar los callos o brotes del medio semisélido inicial donde
permanecieron por espacio de 1 mes (antes de este estudio) a un medio semisélido
fresco. Una vez que los brotes se adaptan a su nuevo ambiente inicia una segunda
etapa (II) donde el crecimiento de los brotes es poco pronunciado con una duracién
de 5 dias. En esta fase (II) la planta ha consumido la mayor parte de los nutrientes
disponibles en el medio para luego pasar a la fase III donde la masa de los brotes se
mantiene practicamente constante hasta el punto donde se han consumido la mayor
parte de los nutrientes (dia 30) presentes en el medio semisélido, por esta razén la
planta usa sus reservas internas de energia para continuar con su proceso metabdlico,
pero no cuenta con la suficiente cantidad de medio nutritivo para continuar creciendo.

En este punto es necesario el cambio de medio nutritivo.
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IV.2. Disefio, puesta en marcha y evaluacion del biorreactor prototipo.

En esta etapa se explican los criterios generales utilizados para el disefio del
Biorreactor de Inmersion Temporal, ya que el disefio en detalle de cada componente
corresponde al Trabajo Especial de Grado del Br. Adridn Gonzélez de la Escuela de

Ingenieria Metalurgica de la Universidad Central de Venezuela.

Las variables de disefio consideradas relevantes para este tipo de sistemas son
el volumen del biorreactor, altura, didmetro, frecuencia y tiempo de inmersion, flujo

de aire, presién y temperatura de operacion.

Por otro lado se estudiaron los materiales para su construccién, asi como los

utilizados en la elaboracidn de los filtros de aire.

A continuacién se presenta el esquema (figura N° 28), descripciéon general y
consideraciones bdsicas, utilizadas en el disefio y construccién del Biorreactor de

Inmersién Temporal prototipo utilizado en esta investigacion.

El reactor estd dividido en tres partes principales:

Contenedor superior para el crecimiento vegetal: Cuyo objetivo es servir de
depésito a las plantas y facilitar el intercambio de oxigeno entre las plantas y el

ambiente.

Soporte central: Sirve como soporte o base del material vegetal a propagar,
posee una boquilla conectada a un filtro de aire y al sistema de tuberias de inyeccion
de aire. Posee un tubo vertical que atraviesa el compartimiento inferior transportando
el medio liquido al compartimiento superior mediante el aire que entra por la

boquilla, e impulsa el liquido a través de el.
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Salida de Aire
Filtro de Aire
¥
v

Contenedor Superior

/

Salida de Aire ]  Filtrode Aire

Entrada de Aire

> Soporte Central

IS

Filtro de Aire

Contenedor Inferior

Figura N° 28. Esquema General del Biorreactor de Inmersién Temporal Prototipo

Contenedor inferior para el medio nutritivo: Disefiado para el almacenamiento
o dep6sito del medio de cultivo liquido. Posee una toma de muestra para la extraccion
de medio nutritivo en el andlisis de nutrientes. En esta toma de muestra, estd colocado

un filtro de aire para el intercambio gaseoso del sistema.
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En la figura N° 29 se muestran el disefio final obtenido para el biorreactor

prototipo, asi como cada una de sus partes:

Figura N° 29. Partes del Biorreactor de Inmersién Temporal. (a) Tapa del contenedor superior. (b)
Contenedor superior. (c) Contenedor inferior con soporte central (d) Disefio final del biorreactor

prototipo
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1V.2.1. Filtros de Aire.

El Biorreactor dispone de tres filtros de aire, colocados en el compartimiento
superior, central e inferior respectivamente; con el objetivo de impedir el paso de
bacterias 0 microorganismos al medio de cultivo y evitar la contaminaciéon de las
plantas. Cada cartucho tiene forma cilindrica para facilitar el paso eficiente del aire a
través de toda el drea superficial del medio filtrante. Estos filtros son reciclables, es
decir, que pueden ser limpiados con agua y jabén y ademds deben esterilizarse en un
autoclave. Los filtros estdn construidos con materiales de caracteristicas especificas

que garantizan la inocuidad del sistema bioldgico que se encuentra dentro del equipo.

Cada filtro esté constituido por 4 capas filtrantes como se puede observar en la
figura N° 30, cada una de un material distinto y colocado en un orden especifico a fin
de cumplir con los requerimientos de un filtro de aire. A continuacién se explican los
materiales utilizados y las consideraciones que se tomaron en cuenta para logar el

objetivo deseado.

Fibra Sintética

Fibra de Vidrio

Tela Sintética

Carbén Activado

Rejilla de Acero
Inoxidable

® 000

Figura N° 30. Vista Interior del filtro de Aire disefiado para el Biorreactor de Inmersién

Temporal prototipo
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Uno de los componentes mds relevantes seleccionado para la elaboracion de
los filtros es el carbon activado ya que entre algunas de sus caracteristicas estd la de
poseer millones de poros microscépicos dispuestos en su superficie, los cuales
facilitan la adsorcién de particulas, bacterias, microorganismos, entre otros; lo que se

traduce en un area de intercambio considerable.

El carbén activado tiene una fuerte capacidad adsortiva para otras moléculas
basadas en el carbono (orgdnicas), y es excelente para retener firmemente moléculas

mas pesadas tales como compuestos organicos aromaticos

Otro aspecto importante que se consideré en el disefio del filtro, fue reducir el
tamano de las particulas de carbon activado a un didmetro menor que 0,18 pm y su
distribucién apropiada dentro del cartucho para facilitar el proceso de adsorcién y
que las particulas o bacterias queden retenidas en los intersticios del carbon; ademas
como las particulas a retener son tan pequefias (en el orden de 0,45 um para
microorganismos y esporas) la tasa de adsorcién mayor debido a que existe una

distancia mds corta entre ellas y los lugares de adsorcién®.

Con el fin de aumentar la efectividad de los cartuchos filtrantes, se procedi6 a
estudiar los materiales de diversos filtros utilizados en la industria, en aplicaciones
como sistemas de aire acondicionado, filtros estériles para hospitales e industrias de
produccién de alimentos, en las cuales se requiere un ambiente aséptico libre de
microorganismos. Con esta informacién se procedié a seleccionar algunos tipos de
telas sintéticas como se puede apreciar en la tabla N° 2 las telas seleccionadas que

fueron colocadas en capas dentro de los cartuchos (figura N° 28).
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Tabla N° 2. Composicién de las telas seleccionadas en la elaboracién de los Filtros de Aire

Telas Seleccionadas Composicién (%)
MELBOX (1 capa) Polipropileno 100 %
Medelin 3 (3 capas) 50% Polipropileno, 30% Algodén, 20% resinas naturales
MEDELIN (4 capas) 50% Polipropileno, 30% Algodén, 20% resinas naturales

Una vez determinados que tipos de materiales serian utilizados como medio
filtrante y definida la forma cilindrica de los cartuchos, se procedié a estudiar las
distintas opciones de mangueras disponibles en el mercado que pudieran soportar las

condiciones de esterilizacion a las que serdn sometidos los filtros:

e Soportar altas presiones y temperaturas (121 °C, 1,5 kg-f/m?)
e Resistencia al desgaste fisico
e Maleables

e (Quimicamente Inerte

Con base a lo anteriormente expuesto se decidié utilizar mangueras para

transporte de fluidos de alta presiéon como se muestra en la figura N° 31

Figura N° 31. Mangueras para transporte de fluidos de alta presién
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Una vez seleccionados los materiales apropiados, se procedid a realizar una
prueba experimental con el objetivo de verificar la eficacia de los filtros disefiados
ensayando con diferentes combinaciones de telas y ganulometrias para el carbon
activado. Para ello se construyeron ocho contenedores, cuyas tapas poseian filtros con

diferentes caracteristicas como se puede apreciar en la figura N° 32 y tabla N° 3.

Figura N° 32. Ensayo para la eleccién de los tamafios de particula del carbén activado
destinado a la construccidn de los filtros de Aire del Biorreactor Prototipo

Posteriormente se esterilizaron en autoclave, y se llenaron con una solucién de

medio de cultivo nutritivo MS y fueron colocados en observacion por siete dias.

Transcurrida una semana del experimento se observéd la respuesta ante la
contaminacion en cada uno de los frascos tal como se registra en la tabla N° 3 y con
los datos arrojados se procedi6 a escoger cual filtro presentaba el mejor

comportamiento y es mds facil de construir.
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Tabla N° 3. Caracteristicas de los filtros ensayados. Niimero de Mesh, tamafio de particula e
intersticios del carbdn activado, asi como su comportamiento ante la contaminaciéon

Filtros 1 2 3 4 5 6
Nimero de Mesh 100
(Carbén activado dispuesto 140 | 200 | 279 120 | Sin
en capas de 2 g). 200 filtro
140
. 270
Mezcla de carbon ¢ 325 L
400
Tamaiio de Particula (pum) | 106 | 75 53 | Variable | - | -
Intersticio ( Lm) 38,8 | 27,45 | 19,54 | variable | -
3 Contaminado No Contaminado

Se puede apreciar que los filtros de prueba 1 y 2 y la muestra 6 (sin filtro) no
tuvieron resultados satisfactorios, lo que indica que dichas granulometrias en el caso
de los filtros no son adecuadas para filtrar las bacterias, microorganismos y esporas.
Sin embargo se observa que las fabricadas con diferentes granulometrias como la 4, y
la de mayor granulometria como la 6 no se contaminaron. Por otra parte el filtro 5
donde el carbon activado no esta dispuesto en forma de capas tampoco presentd
contaminacién por lo cual se concluyé que los filtros 3, 4, 5, son idéneos para el
sistema en estudio. Si embargo, dado que la preparacion del filtro 5 es mas sencilla
por no tener que distribuirse el material en capas ni requerir un control sobre el
tamafio de los intersticios creados por la mezcla de materiales permite el paso del aire
y ofrece mayor resistencia a la entrada de bacteria y hongos al interior del recipiente,
la distribucién del filtro 5 fue la seleccionada para el disefo definitivo de los filtros de

aire dispuestos en el Biorreactor prototipo.

Una vez determinado qué el filtro 5 puede ser utilizado, se decidi6 poner en
marcha una prueba final antes de instalarlos en el biorreactor. Esta prueba consistié
en cultivar dentro de dos frascos cuatro microestacas de yuca (planta seleccionada

por su rapido crecimiento) uno con filtro 5 y otro sin el, como se puede apreciar en la
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Figura N° 33 y se procedi6 a evaluar el crecimiento de las plantas y la presencia o

ausencia de bacterias y hongos.

Figura N° 33. Envases de vidrio de 125 ml con Yy sin el filtro seleccionado. Cultivo de cuatro

microestacas de yuca en un Medio de Cultivo para Propagaciéon Tradicional en Medio Semisélido.

Al cabo de 2 meses de iniciada la prueba se procedid a construir una tabla
comparativa entre ambas experiencias (tabla N° 4) donde se miden variables como la
longitud de védstago, longitud de raices, peso seco y peso fresco de las plantas; en la
Figura N° 34; se puede observar la medicién de las longitudes de las raices y

vastagos de las plantas.

Figura N°34 Medicion de las variables. (a) Longitud de Vastago y (b) longitud de Raiz

principal
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Tabla N° 4. Evaluacién de efectividad de los filtros de Aire durante 2 meses de prueba.

Frasco Contenedor Sin Filtro Frasco Contenedor Con Filtro
Planta Lv Lr Pf Planta Lv Lr Pf
N° (cm) (cm) (mg) N° (cm) | (cm) | (mg)
1 5.50 | 13.50 | 289 1 7.00 | 13.00 | 482
2 4.00 6.00 121 2 4.00 | 10.00 | 190
3 5.00 9.00 186 3 2.50 | 6.00 63
4 1.50 2.50 63 4 1.50 | 4,00 97
Promedio | 2.25 7.00 165 | Promedio | 2.75 | 8,50 | 208

Donde:

Lv: Longitud de Véastagos (cm)
Lr: Longitud de Raices (cm)
Pf: Peso Fresco (mg)

Los resultados de este andlisis fueron altamente satisfactorios ya que
demuestran la efectividad del filtro al no observarse la presencia de bacterias o
microorganismos durante todo el periodo de prueba (2 meses), y obtener mayores
valores en las variables longitud de vastago y raices y peso fresco con respecto a las
reportadas en ausencia de filtro a excepcion de los valores obtenidos en la variable
peso seco los cuales fueron mayores en este caso. A continuacién en las figuras N° 35
y N° 36, se muestran los diagramas de barras correspondientes al andlisis de estas
variables Puede observarse claramente el incremento en la longitud de los vastagos,
raices y aumento del peso fresco, en un 22%, 21% y 26% respectivamente; valores

considerados relevantes en plantas de apenas dos meses de cultivo.
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Peso Fresco
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Figura N° 35. Diagrama de Barras. Longitud de Vastagos y Raices para las experiencias con y sin
filtro.
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Figura N° 36. Diagrama de Barras. Peso Fresco para las experiencias con y sin filtro
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El aumento de la variable peso fresco se debe a la aireacion proporcionada por
los filtros, ya que al existir una buena transferencia de oxigeno, la planta libera
suficiente energia para su crecimiento, mejora el intercambio gaseoso y tiene una
mejor asimilacion de los nutrientes; ademds disminuye la acumulacién de toxinas
como los gases Etileno y Dioxido de carbono; lo que promueve la fotosintesis y
transferencia de carbohidratos desde el medio nutritivo hacia la planta; lo cual incide

en mejorar la calidad de las plantas obtenidas in vitro ©?

En la figura N° 37 se muestra el prototipo final del filtro de aire construido
para el sistema en estudio, con base a los criterios de disefio y consideraciones antes

expuestas.

Figura N° 37. Filtro de Aire disefiado para el biorreactor prototipo

1V.2.2 Volumen del Biorreactor:

Con base a lo recomendado en la bibliografia, el volumen del biorreactor esta
determinado por la cantidad de medio nutritivo disponible en relacién al nimero de
explantes colocados dentro del equipo. Con base en lo que recomienda la bibliografia

al respecto se establecié una relacion de 65ml/explante “* considerando una cantidad

67



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

adicional de medio nutritivo de 88 ml que requieren ser extraidos para el andlisis

quimico de nutrientes.

Por otro lado se utiliz6 el criterio de disefio mostrado en el marco tedrico para

. . . . L .
la relacién longitud didmetro, estableciéndose en D =1,870 para el tanque superior

y %z 1,876 para el inferior. Por otro lado se establecié una cantidad de medio de

cultivo liquido aproximadamente un 70 % de su capacidad.

Vtanque superior = 0,231 L
Vtanque inferior = 0,232 L
V total = 0,463 L

1V.2.3. Presion y Temperatura.

De acuerdo con los resultados de Escalona “" quedé demostrado que los
sistemas de inmersion temporal funcionan de manera eficiente, sin causar estrés
abidtico en las plantas, a presiones de 0,2 barg y temperatura de en el orden de los 27
+ 2 °C. Con base en estos resultados se escogieron estos valores como condiciones de

operacion del biorreactor.

Como se explicé en el Marco Tedrico la velocidad del aire en los
biorreactores se determina de manera empirica. En este caso se establecié como
limite superior critico un valor de 0,3 barg, el cual genera una velocidad del aire
de 0,385m/s. Las pruebas realizadas a esta presion permitieron observar efectos
negativos para la planta como exceso de aireacion la cual ejerce una fuerza
considerable sobre las plantas impulsdndolas a golpearse contra las paredes del
reactor dafiando sus tejidos. El limite critico minimo de velocidad del aire se fijé

para 0,1 barg con una velocidad de 0,064m/s, para lo cual la velocidad del aire
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suministrado es tan baja que el medio nutritivo no alcanza a subir completamente
al compartimiento superior y por lo tanto no se logra sumergir las plantas. Una vez
fijados estos parametros se decidid trabajar a una velocidad constante de 0,259
m/s, a la cual mediante criterios de observacién, no se presenta sélidos disueltos,

sedimentacion ni zonas muertas dentro del equipo.

Para el cdlculo de caudal de aire se utiliz6 la ecuacién de Bernoulli y para el
calculo de la presion interna del biorreactor y la verificacion de la elevacion del
medio de cultivo desde el tanque inferior hasta el tanque superior se utilizaron las
ecuaciones para el cdlculo de variaciéon de presiones en fluidos incompresibles de

estatica de los fluidos ®®

Los valores arrojados fueron:
Caudal de Aire: 20,58x107 m’/s

Presion Interna; 0,2 barg

Las dimensiones y condiciones de operacion a las cuales trabaja el biorreactor
se encuentran resumidas en la hoja de especificaciones del equipo que se encuentra en

la seccion de apéndices.

Con los valores de estos parametros se procedié a estimar el Numero de
Reynolds antes y después, de los filtros con el fin de asegurar un flujo laminar dentro
del equipo, necesario para evitar el dafo a los tejidos de las plantas.

Numero de Reynolds después del filtro: 0,964

Estos valores confirmaron que el régimen de flujo dentro del biorreactor es

laminar; el Numero de Reynolds después del filtro disminuyé debido a que los

materiales dentro del mismo ejercieron una barrera que redujo el paso del aire.
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1V.2.4 Seleccion de materiales de construccion del biorreactor.

Para la construccién del cuerpo (los contenedores superior e inferior) del
biorreactor de inmersién temporal prototipo se utilizé vidrio tipo PYREX® debido a
su utilidad, y resistencia a los cambios bruscos de temperatura, y a que posee alta
resistencia al impacto y es cristalino®; lo que permite el paso de luz en las longitudes
de onda necesarias para el proceso fotosintético de las plantas favoreciendo su
crecimiento. Para el soporte central se utilizé aluminio Al-6063 resistente a la

corrosion y a las condiciones de proceso a las cuales el sistema es sometido.

1V.2.5 Tiempo y Frecuencia de Inmersion.

En estudios previos realizados por Colmenares y Jiménez ©” demostraron que
el sistema de inmersion temporal es eficiente para valores de tiempo y frecuencia de
inmersién que varian entre 2 a 5 min para los tiempos de inmersién y 4 a 5 horas para
sus frecuencias, en funcién de esto se escogié uno de 5 minutos de tiempo de
inmersién con una frecuencia de 4 horas, garantizando una adecuada inmersién y

aireacion de la planta.

IV.2.6 Sistema de Inyeccion de Aire
Como se puede observar en la figura N° 38 el biorreactor estd conectado a un

sistema maestro para la inyeccion de aire, en el cual controla el tiempo y la frecuencia

de inmersidn, asi como la presién y el flujo de aire que entra al biorreactor.
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cEcEaBES. GBS

Figura N° 38. Sistema de Inyeccién de Aire. (a) Controlador de Tiempo y Frecuencia de Inmersién. (b)
Vilvulas Reguladoras del Flujo Aire. (¢) Compresor de Aire. (d) Regulador de Presion de Precision

Un compresor de aire de 2 Hp con un tanque el cual tiene una capacidad de
25L como se observa en la figura N° 35 (c), es el encargado de suministrar el aire
necesario para el funcionamiento del equipo y un regulador de presioén de precision
mantiene la presion constante en (0.2 bar, suficiente para garantizar un eficiente
mezclado del medio y una adecuada inmersion de las plantas. Una vez fijado el flujo
de aire, éste se pasa a través de una vélvula solenoide (figura N° 35 b) conectada a un
reloj controlador donde estdn prefijados los tiempos de frecuencia e inmersion.
Posteriormente el aire es distribuido al biorreactor mediante un sistema de tuberias,

las cuales disponen de vdlvulas difusoras de aire.

71



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

1V.2.7 Estudio del Biorreactor de Inmersion Temporal prototipo.

Una vez construido el Biorreactor, es puesto en marcha y se colocaron en su
interior 2 brotes de Pineo Gigante AAA por un lapso de 30 dias (tiempo del estudio)
como se observa en la figura N° 39, con el fin de comparar el crecimiento de la
planta entre el sistema propuesto (Biorreactor) y el Sistema in vitro de Propagacion

tradicional en medio semisolido.

En la tabla de resultados (tabla N° 5) mostrada a continuacién, se muestra el
comportamiento de la biomasa de la planta para ambos sistemas en funcién del
tiempo. Con base a los datos obtenidos se construyé la figura N° 36, en la cual se

observan tendencias de las curvas de crecimiento sigmoidal para ambos sistemas

Para este andlisis se escogi6 de los tres callos colocados en medio semisoélido,
aquel cuya biomasa fuera lo més cercana posible a la utilizada dentro del biorreactor,
con el fin de lograr la mayor semejanza posible entre las condiciones iniciales para

ambos sistemas, es decir, se utilizé el callo 1 con una biomasa correspondiente a 14g.

Tabla N°5. Comportamiento de la Biomasa de las plantas dentro del Biorreactor y del Sistema in vitro

Tradicional
Biomasa de la planta Biomasa de la planta (sistema
Tiempo (Biorreactor ) tradicional )
(dfas) (2 (2)

0 15,70 14,00

3 9,00 12,24

6 11,34 9,82

9 13,00 8,12

12 15,01 7,25

15 20,75 8,53

18 25,00 9,45
21 25,21 10,08
24 25,20 11,03
27 24,80 11,56
30 23,42 11,60
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En la tabla N° 5, claramente se observa un aumento considerable de la
biomasa para el sistema propuesto (Biorreactor). Estos datos permitieron graficar las
curvas de crecimiento sigmoidal de la planta en ambos sistemas como se observa en
la figura N° 39 con el fin, de comparar cual de ellos es mucho mas eficiente respecto

al aumento de la biomasa en funcién del tiempo.

28

26
24

22 —o— Tradicional I
20 -1~ Biorreactor

18
16
14

Biomasa (gr)

12
10

8
6
4
2

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Tiempo (dias)

Figura N° 39. Comparacién entre las curvas de crecimiento sigmoidal de la planta en los sistemas in

vitro tradicional y para el Biorreactor y etapas de crecimiento de la planta.

Como se puede observar en la figura N° 39, la tendencia de las Curvas de
Crecimiento Sigmoidal de la planta para ambos sistemas es similar, aunque es
determinante el aumento de la biomasa de la planta obtenido en del biorreactor
(efecto altamente deseado); donde la planta aumenta de peso y més rdpidamente que

en el Sistema de Propagacion in vitro Tradicional.
Por otro lado en la figura N° 39 se pueden apreciar cada una de las etapas de

crecimiento de la planta y el efecto respecto al aumento de biomasa que ocurre en

ellas, a través del uso de ambos sistemas.

73



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Un aspecto muy importante a analizar es el momento de maximo crecimiento
de la planta, observando que ocurri6 en el dia 18 para el biorreactor, donde la
biomasa es considerablemente mayor (1,65 veces), que para el sistema tradicional

donde el punto de méximo crecimiento se observa en el dia 21.

También se observa que aunque para ambos sistemas la planta sufre de un
estrés abidtico una vez que es traspasada del medio donde estuvo contenida antes de
comenzar con este estudio a un medio fresco (medio nutritivo nuevo para el comienzo
del andlisis), este es menos intenso dentro del biorreactor que en el sistema
tradicional; evidencidndose en el porcentaje de pérdida de peso de la planta con un
valor 38 % para el biorreactor y un 48% en el sistema tradicional. Por otro lado se
observo que en las etapas I y II, la planta empieza a aumentar de peso en el dia 3 para
el biorreactor y apenas en el dia 12 para el sistema tradicional. Esto radica en una

diferencia respecto al tiempo de 9 dias de ventaja a favor del biorreactor prototipo.

Luego en la etapa III se aprecia un valor aproximadamente constante de la
biomasa de la planta para ambos sistemas a partir del dia 21, con un porcentaje de
aumento de la biomasa del 61% respecto a la biomasa inicial de la plata desarrollada
dentro del Biorreactor, mientras que la planta extraida del Sistema in vitro
Tradicional solamente alcanzé a recuperar el 82% de su masa inicial.

Posteriormente, luego del dia 21 en el biorreactor y 30 para el Sistema in
vitro Tradicional, la planta empieza a perder peso producto del agotamiento del
medio nutritivo, utilizacién de sus reservas de energia por parte de la planta y su

posterior deshidratacion.

Ahora bien, en la figura N° 40 se muestran algunas de las etapas en el
desarrollo de la planta dentro del biorreactor. La primera figura corresponde a la fase
inicial (I) de la experiencia donde los brotes o callos son colocados dentro del equipo

(t=0)
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Figura N° 40. Fases del crecimiento del callo de Pineo Gigante AAA. (a) Callos en la fase inicial I (t=
0 dias). (b) y (c) Callo en la fase II (t= 12 y t= 15 dias). Planta totalmente formada (t= 30 dfas)

En las Figura N° 40 b y ¢, se muestran los brotes para un tiempo entre 12 a 15
dias (fase II), asi como el proceso de aireacion dentro del biorreactor. Se observa

claramente el incremento en el tamafio, respecto a la fase inicial.

Finalmente en la Figura N° 40 d, se observa la planta perfectamente formada
en un tiempo aproximado de 24 dias. En este momento la planta ha alcanzado su
maximo crecimiento (Figura N° 30); En este periodo que corresponde a la etapa III
(entre los 18 a 30 dias), la planta empezard a disminuir su biomasa, a consecuencia de

las premisas consideradas en este andlisis acerca de la deshidratacion.
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1V.3 Curva de Absorcion de Nutrientes.

Para la construccion de las curvas de absorcion de los nutrientes se utilizaron
los resultados de la concentraciéon de macronutrientes (P, K, Ca, y Mg) realizados por
el laboratorio de suelos del INIA-CENIAP, mediante la técnica de absorcion atémica.
Estos datos fueron almacenados en la tabla N° 6 mostrada a continuacién para su

posterior analisis.

Tabla N° 6. Variacién en el tiempo del contenido de macronutrientes en el medio de cultivo liquido
dentro del Biorreactor Prototipo

Concentracion Porcentaje de Nutrientes en el medio
(ppm) nutritivo (%)
Tiempo
(dias) P K Ca N Mg P K Ca Mg

0 641,10 | 757,00 | 619,20 | 0,01 | 166,40 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

3 533,40 | 753,60 | 221,20 | 0,01 | 136,30 | 83,2 | 99,6 | 35,7 | 819

6 281,80 | 672,10 | 216,60 | 0,01 | 128,10 | 44,0 | 88,8 | 350 | 77,0

9 196,80 | 663,90 | 215,60 | 0,01 | 96,90 | 30,7 | 87,7 | 34,8 | 58,2

12 182,60 | 635,10 | 191,80 | 0,01 | 82,10 | 28,5 | 83,9 | 31,0 | 49,3

15 73,30 | 336,75 | 187,80 | 0,01 | 81,90 | 11,4 | 44,5 | 30,3 | 49,2

18 55,67 | 332,65 | 182,82 | 0,01 | 79,84 | 87 | 439 | 29,5 | 48,0

21 28,34 | 300,98 | 165,42 | 0,01 | 72,24 | 44 | 39,8 | 26,7 | 434

24 10,12 | 250,21 | 137,52 | 0,01 | 60,05 1,6 | 33,1 | 22,2 | 36,1

27 7,29 229,87 126,34 10,01 | 55,17 | 1,1 304 | 204 | 33,2

30 5,03 |200,08 | 109,96 | 0,01 | 48,02 | 0,8 | 264 | 17,8 | 289

Asi mismo, en la figura N° 41 se puede observar la tendencia decreciente de
las curvas de absorcién de los macronutrientes, Fosforo, Potasio, Calcio y Magnesio
(considerados como los macronutrientes mas relevantes en este estudio). Cabe
destacar que no se observaron resultados del andlisis de Nitrégeno ya que los equipos
utilizados por el laboratorio de suelos del INIA-CENIAP no arrojaron variaciones
respecto al Nitrégeno, por lo cual no fue considerado para el anélisis; ya que al ser el
Nitrégeno uno de los macronutrientes mas importantes en el crecimiento vegetal es

imposible que no reportara variacién alguna; con base a esto se presume que hubo

76



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

errores en la manipulaciéon de las muestras lo cual afecté los resultados de este

andlisis en particular.

El estudio fue realizado desde el momento inicial del experimento por un
periodo de un mes, con la finalidad de determinar en que momento los nutrientes

empiezan a agotarse y es necesario un cambio de medio liquido.

En la figura N° 41 se observa evolucién de la absorcién de los nutrientes,
pudiendo separar el andlisis de los mismos en dos fases, para su estudio mas
detallado. Una primera fase de latencia, la cual ocurre en un periodo de 0-3 dias
donde la absorcién fue baja (inferior a un 25%) a excepcién del Calcio siendo el mas
absorbido al principio por ser uno de los macronutrientes mas consumidos por las
Musdceas , aunque posteriormente su consumo sea casi constante™ Luego se
encontrd una segunda fase de absorcion lineal por el resto del tiempo (4-30 dias) para
todos los elementos, sin que se estableciera un equilibrio en el medio de cultivo, ni
tampoco una liberacién de los elementos al medio (aumento de la concentracién del

elemento en el medio nutritivo)

Por otra parte, se aprecia una fuerte absorcién neta del elemento Fésforo, ya
que para el dia 30 se ha consumido casi el 100% de este, presente en el medio lo que
se traduce en una concentracidon extremadamente baja para ese instante de tiempo de

5,03 ppm.
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Figura N° 41.Comportamiento de la Concentracién de los nutrientes Fésforo, Potasio, calcio y
Magnesio en el medio nutritivo.

Con base a lo antes expuesto la figura N° 42 muestra los porcentajes de
nutrientes en el medio liquido a medida que transcurre el tiempo; encontrandose el
siguiente orden decreciente de absorcion para el dia 30 (momento en el cual segin
andlisis anteriores de determiné que no hay variacion positiva de la biomasa, sino
que empieza levemente a disminuir): Fésforo (99,2%), Calcio (82,2%), Potasio
(73,6%) y Magnesio (71,1%). La absorcion de estos nutrientes viene acompaiiada de
por un fuerte crecimiento de la biomasa (figura N° 39); es decir, se encontré que el
Fésforo como elemento base disminuyd progresivamente medida que el tejido la
planta aumento de peso (a partir del dia 3) hasta el momento donde se ha consumido
casi todo el Fosforo y la planta entra en un estado de crecimiento casi constante
(Figura N° 39) hasta el punto que empieza a deshidratarse y utilizar sus reservas

internas ya que el f6sforo ha llegado a su limite critico minimo *”.
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Figura 42. Porcentaje de la concentracion de los nutrientes fésforo, Potasio, Calcio y

Magnesio, presentes en el medio nutritivo

Para finalizar el estudio de la absorcién de los macronutrientes se graficaron
las curvas correspondientes a la velocidad de absorcion (figura N° 43 diferencia de
concentracion/ incremento del peso/tiempo) para cada elemento, la cual permitid

determinar fluctuaciones en su intensidad.
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Figura N° 43. Velocidad de absorcién de los nutrientes Fésforo, Potasio, Calcio y Magnesio dentro
del medio de cultivo del biorreactor prototipo.

Se observaron dos maximos de velocidad de absorcién, el primero, entre los 3
y 6 dias, lo que corresponde a una absorcidn inicial rdpida de los elementos calcio y
fosforo y el otro ocurre entre los 20 a 21 dias punto donde se ha consumido la mayor
parte de los nutrientes, principalmente encontrdndose las mayores velocidades para
los elementos potasio y fosforo, seguidas de calcio y magnesio. Las altas velocidades
de absorcion en el segundo maximo evidencia la necesidad de un cambio de medio

para reponer los nutrientes absorbidos por la planta.
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1V.4 Construccion del Modelo Matemdtico

Para el desarrollo del modelo matemdtico que representa el modelo
Fitocinético para la propagacién masiva de Pineo Gigante in vitro en un Biorreactor
de Inmersién Temporal se utiliz6 como herramienta de célculo el paquete estadistico
“STATISTICA 7.0, gracias a que posee un conjunto de programas y subprogramas
idéneos para la construccién de modelos matemadticos multivariables, tales como los

que se requieren en el presente estudio.

A continuacién se explican todos aquellos aspectos tedricos estadisticos
considerados para la obtencién de la ecuacion o modelo final, como objetivo principal

del presente estudio.

A los efectos de la investigacion, seialamos algunas de las virtudes de las
técnicas utilizadas en este estudio, y que forman parte de la diversidad de técnicas

estadisticas del paquete “STATISTICA 7.0”

Las técnicas multivariantes, son un conjunto de métodos estadisticos que
analizan de forma simultdnea dos o mds variables observadas, es decir, permiten una
visién en conjunto de los fendmenos estudiados. Entre las técnicas utilizadas por el
paquete se encuentra el andlisis de componentes principales (ACP) como método
estadistico de sintesis de la informacion, o reduccién de la dimension (nimero de
variables). Es decir, ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo sera
reducirlas, perdiendo la menor cantidad de informacién posible; disefiado para tablas
de medidas o de escalas métricas (observaciones/variables). Los nuevos componentes
principales o factores serdn una combinacion lineal de las variables originales, y

ademds seran independientes entre si-*”

A continuacién se explican en dos etapas todos aquellos andlisis estadisticos

realizados para la obtencion de la ecuacion final
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ETAPA I

El experimento como via de indagacion cientifica, supone, poner a prueba un
modelo de realidad en un contexto en el cual es posible el control de ciertos aspectos
claves en la explicacidn, en otras palabras, si definir es medir, experimentar es
establecer condiciones optimas de medicién (carrillo, 1983). Es por ello que,
mediante una investigacion alimentada con la data generada del manejo del
Biorreactor de Inmersiéon Temporal disefiado esta investigacion, se obtuvieron los

datos (valores) necesarios para desarrollar el modelo.

Con el proposito de observar la tendencia de estos valores, se construyeron

graficas que permitieron analizar el comportamiento a priori de esta data.

Sin embargo, esto no es suficiente para obtener un modelo matematico, se
requiere observar la correlacion entre todas las variables, ya que el sistema en estudio
depende de diferentes variables como las concentraciones de los nutrientes, la
biomasa y el tiempo que interactian entre si. En este caso ninguno de los elementos
que se estan estudiando actia por separado, generalmente los sistemas bioldgicos son
sistemas complejos por el hecho de depender de tantos factores; en este caso en
particular se limit6 al estudio de la variacion de la concentracion de los nutrientes en
el medio y su efecto sobre la biomasa de la planta; lo que obligatoriamente induce a
utilizar un método estadistico  que permita  visualizar e interpretar el
comportamiento de todas las variables de manera conjunta. Con base en lo antes
dicho, se resume en la siguiente tabla denominada Matriz de Estado (Tabla N° 7), los
datos utilizados en andlisis anteriores como punto de partida para la obtencién del

modelo matematico.
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Tabla N° 7. Matriz de Estado, correspondiente a la variacion de las concentraciones en el medio

nutritivo, comportamiento de la biomasa de la planta y definicién de estados.

tiempo P K Ca Mg Biomasa
Réplicas | (dias) (Ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) (9) ESTADO
1 0 641,10 | 757,00 | 619,20 | 166,40 15,7 1
2 3 533,40 | 753,60 | 221,20 | 136,30 9 1
3 6 281,80 | 672,10 | 216,60 | 128,10 11,34 1
4 9 196,80 | 663,90 | 21560 | 96,90 13 1
5 12 182,60 | 635,10 | 191,80 | 82,10 15,01 1
6 15 73,30 336,75 | 187,80 | 81,90 20,75 1
7 18 55,67 332,65 | 182,82 | 79,84 25 0
8 21 28,34 300,98 | 165,42 | 72,24 25,21 0
9 24 10,12 250,21 | 137,52 | 60,05 25,2 0
10 27 7,29 229,87 | 126,34 | 55,17 24,8 0
11 30 5,03 200,08 | 109,96 | 48,02 23,42 0

Ahora bien; las “réplicas” corresponden a los casos en estudio (11 casos en
total) y el “ESTADO” a aquellos valores asignados como “Estado 17 a los datos para
los cuales experimentalmente se demostré que la planta posee auin suficiente cantidad
de nutrientes para desarrollarse, y al ” Estado 0” aquellos valores, donde la planta

padece los efectos de la deficiencia nutritiva.

Esto sugiere la necesidad de desarrollar un modelo logistico que determine el
momento; como razén de cambio a aquellos casos donde es necesario el reemplazo
del medio nutritivo debido al agotamiento o baja concentracion de los nutrientes en el

medio liquido por un medio fresco.

ETAPA Il

El segundo paso es el andlisis multivariado®™

y la obtencién de los
coeficientes de correlaciéon mediante los cuales se determina si las variables estdn o
no correlacionadas entre si. Una de las ventajas de la herramienta del andlisis
estadistico utilizado en esta investigacion es que la estadistica multivariada a través

del anélisis de componentes principales permite atacar problemas que requieren de un
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analisis de reduccidén dimensional como es el caso en estudio; donde se tienen siete
variables en once casos interactuando juntas y se desea explorar el comportamiento
de alguna de las variables y sus correlaciones en un solo grafico sencillo llamado
Biplot que consiste de un grafico que relaciona dos aspectos como lo son variables y
Ccasos.

De manera didéctica se explica en forma general la técnica de reduccion
dimensional y como fue aplicada en la presente investigacion. Para el caso particular
de este sistema se tienen las variables tiempo, fésforo, potasio, calcio, magnesio,

biomasa y la variable estado.

El andlisis propone la construccion de una géfica, por ejemplo, una grafica en
dos dimensiones (figura N° 44). En el eje de la ordenada se coloca una de las
variables como Fosforo y el eje de la abscisa el Calcio, luego se grafican algunos o
todos los casos (en este ejemplo se graficaron solo tres casos) de esta manera, se

asigna la coordenadas de tres puntos del sistema.

A

Figura N° 44. Ejemplo de la Grafica Biplot que muestra el componente principal entre las

variables P y Ca
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La recta que mejor ajuste estos puntos (Ca y P), se obtiene a través de la

técnica de minimos cuadrados, y se denomina Componente Principal (CP)

Ahora bien, el componente principal, se convierte en un eje que puede ser
rotado para convertirlo en el centro del sistema (Figura N° 45) y cambiar la
orientacion de los puntos sin modificar la relacién que tienen entre si. Lo tnico que
ha cambiado es el eje de referencia; ahora, es el Componente Principal. El drea entre
los puntos es conocida como inercia y representa la variacién natural del sistema. En

ambos casos esta relacion se mantiene.

Figura N° 45. Rotacién del Componente Principal

Una vez maés, se puede generar un grafico (Figura N° 46) donde se continua
observando la relacién entre los puntos pero ahora no va a ser en dos dimensiones
porque el programa aplana la representacion de los puntos generando una
deformacion a una linea que estd en un solo eje; se redujo un sistema que estaba en

dos dimensiones a una sola dimension.
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Figura N° 46. Reduccion dimensional final, de dos dimensiones a una dimensién

Asi mismo, para el caso en estudio, el programa llevé un sistema de siete

dimensiones (siete variables) a uno de dos, con el fin de poder observar el

comportamiento y tendencia de los puntos dentro del sistema.

Por otra parte, se trabajé un andlisis de componentes principales, altamente

efectivo para sistemas con pocos datos, en este caso once réplicas y siete variables;

ademds se utiliza para analizar variables continuas y categéricas como la variable

“ESTADQ” aplicada en el sistema.

De esta manera, la Tabla N° 8 generada del programa STATISTICA 7.0

resume los resultados obtenidos en el anélisis de componentes principales del estudio.

Tabla N° 8. Anélisis de los componentes principales

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Analisis de 7 variables x 11 casos

Tolerancia del analisis 1E-7

Datos Estandarizados

CPR1 CPR2 CPR3 CPR4 CPR5 | CPR6 | CPR7
Eigenvalues 5,95 0,705 0,187 0,103 0,045 | 0,008 | 0,001
Varianza 85,004 10,068 2,673 1,476 0,642 | 0,117 | 0,02
Varianza
Acumulada (%) 85,004 95,072 97,745 99,221 99,864 | 99,98 | 100

Donde: Figenvalues: Autovalores de varianza del sistema; CPR;: componente principal i
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La eleccion de los factores que determiné hasta que punto establecer la
reduccion dimensional se realizé de forma tal que el primero componente principal
recoja la mayor proporcion posible de la variabilidad original (varianza). Ahora bien,
el segundo factor debe acumular la maxima variabilidad posible no recogida por el
primero, y asi sucesivamente. Del total de factores se eligieron aquéllos que recojan

el porcentaje de variabilidad que se considere suficiente.

Como se observo en la tabla N° 8, la varianza acumulada hasta el segundo
componente principal fue de 95%, es decir; estos datos representan el 95% del
comportamiento real del sistema, valor altamente confiable para un andlisis
estadistico. Con base a estos resultados se generd la grafica Biplot del sistema (figura

N° 47)

ACP

1,6

Biomasa

CP 2(10%)

N
ES

Estado

Tiempo

1
1

A
CP 1(85%)

Figura N° 47. Gréfica Biplot del sistema en estudio, con una reduccién dimensional de siete a dos

dimensiones

Las circunferencias dibujadas en la grafica corresponden a cada una de las

réplicas o casos, observandose que la distribucién de estos puntos (réplicas) no es
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aleatoria y forman claramente una sucesion; esto quiere decir que el cambio en las

variables es progresivo y no existen cambios bruscos.

Otra caracteristica importante de la grafica es los autovectores, los cuales,
representan la proyeccion de las variables originales, y la direccion de la flecha
determina el sentido en el cual aumenta la magnitud de la variable. En este caso se
observa que los puntos del 1 al 5 que se encuentran en el primer cuadrante (Ca, Mg,
P, K) son los que tiene mayor concentracion, a diferencia de la variable biomasa que
aumenta en sentido contrario (segundo cuadrante). Los puntos que se encuentran en

contraposicion con los autovectores son los que poseen menor concentracion.

Para saber si las variables estdn bien representadas en el grafico, el paquete
estadistico genera una tabla de significancia estadistica (Tabla N° 9) donde se observa
en negilla aquellas variables que estdn estadisticamente bien representadas, ya que el

progama obtiene un coeficiente de correlacion entre el autovector y el gréafico.

Tabla N° 9. Significancia estadistica de las variables estudiadas

COMPONENTES PRINCIPALES

Variables CPR1 CPR2 | CPR3 | CPR4 | CPR5 | CPR6 | CPR7
tiempo -0,378 -0,392 | 0,198 | 0,566 | 0,118 | 0,34 | 0,463
P 0,403 -0,056 | 0,029 | 0,514 | 0,161 | -0,725 | 0,133
K 0,397 -0,181 | -0,087 | 0,417 | -0,617 | 0,32 | -0,38
Ca 0,353 0,59 | 0,224 | -0,007 | -0,248 | 0,211 | 0,609
Mg 0,398 0,159 | -0,256 | 0,179 | 0,699 | 0,452 | -0,16
Biomasa -0,35 0,552 | 0,468 | 0,367 | 0,064 | -0,029 | -0,463
Estado 0,363 -0,364 | 0,786 | -0,273 | 0,157 | 0,08 | -0,114

En este caso al tener un 95 % de representacion del comportamiento del
sistema, se observa la mayoria de los puntos estidn perfectamente bien representados y
sus correlaciones son significativamente estadisticas.

En la tabla N° 9, se puede observar que la variable Fésforo no aparece en
resaltada, esto quiere decir que matemdaticamente no es significativa; lo cual no

significa que no sea relevante dentro del estudio, ya que para este caso en particular,
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el sistema bioldgico depende de la interaccion de todas las variables involucradas en

el estudio; por ello se decidi6é no excluir a la variable Fosforo del modelo final

Por otro lado se realizé un andlisis adicional para observar que tan relevante

es la influencia de la variable tiempo en la construccion del modelo, ya que el tiempo

es la unica variable que no se puede controlar.

Siguiendo el mismo procedimiento realizado anteriormente se generd la tabla

de resultados (Tabla N° 10) y la figura N° 48, donde se detalla que el sistema no

contempla siete sino seis variables al excluir la variable tiempo del estudio.

Tabla N°10. Andlisis de los componentes principales, excluyendo la variable tiempo.

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Anadlisis de 6 variables x 11 casos

Tolerancia del analisis 1E-7

Datos Estandarizados

CPR1 | CPR2 | CPR3 | CPR4 | CPR5 | CPR6
Eigenvalues 5,128 | 0,588 0,18 0,057 | 0,041 0,006
Varianza 85,468 | 9,807 | 3,005 | 0,945 0,68 0,094
Varianza
Acumulada (%) 85,468 | 95,275 | 98,28 | 99,226 | 99,906 100

| Significancia Estadistica

P 0436 | 0,045 | -0,065 | -0,45 | 0,454 0,629
K 0,433 | -0,103 | -0,152 | -0,631 | -0,375 -0,49
Ca 0,365 0,713 0,144 0,219 | -0,491 0,221
Mg 0,424 | 0,251 | -0,331 | 0,373 | 0,538 | -0,468
Biomasa -0,387 | 0,569 | 0,389 | -0,431 | 0,333 | -0,281
Estado 0,4 -0,305 | 0,831 | 0,161 0,11 -0,133
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Figura N° 48. Grafico Biplot del sistema en estudio, con una reduccién dimensional de seis a dos

dimensiones, generada al excluir la variable tiempo del estudio.

Aun asi, la gréfica conserva la misma tendencia y en general los mismos
valores de las varianzas que en el anélisis anterior, lo que determina la robustez del
estudio, y que la variable tiempo no afecta el comportamiento de los puntos, esto
quiere decir que mdas alld del tiempo, el comportamiento del sistema estd
verdaderamente centrado en las concentraciones de los elementos. Bajo las
consideraciones utilizadas con la variable manera se decidi6 no excluir a la variable
tiempo del modelo final, ya que biolégicamente para el crecimiento de las plantas el

tiempo es una variable altamente representativa.
Por otro parte, como siguiente etapa para la construcciéon del modelo

matematico final, se procedid a calcular los coeficientes de correlacién con el fin de

determinar la relacion entre las variables y generar el modelo definitivo.
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A continuacién se presenta la matriz de correlacion (Tabla N° 11) generada
por el programa, donde cabe destacar que la misma corresponde a un andlisis de
correlacion simple, el cual solo contempla la relacion entre pares de variables, y no el
efecto generado entre multiples de esas variables respecto a una sola, de igual forma

el andlisis es totalmente véilido y necesario para la obtencion del modelo

Tabla N°11. Matriz de Coeficientes de Correlacion

Tiempo P K Ca Mg Biomasa | Estado
. 1,0000 -,8966 -,9555 -,7100 -,9489 ,8576 -,8660
Tiempo
= - =--- =--- p=,014 =--- p=,001 p=,001
p -,8966 1,0000 ,8805 ,8149 ,9583 -, 7718 , 7024
=--- = - =--- p=,002 =--- p=,005 p=,016
K -,9555 ,8805 1,0000 ,6279 ,8849 -,9337 ,8620
p=--- =--- = - p=,039 =--- p=--- p=,001
Ca -,7100 ,8149 ,6279 1,0000 ,8240 -,3830 ,4922
p=,014 p=,002 p=,039 p=--—- p=,002 p=,245 p=,124
Mg -,9489 ,9583 ,8849 ,8240 1,0000 -,7623 , 7322
=--- =--- =--- p=,002 p= --- p=,006 | p=,010
. ,8576 -, 7718 -,9337 -,3830 -,7623 1,0000 -,8851
Biomasa
p=,001 p=,005 =--- p=,245 p=,006 = --- p=,000
Estado -,8660 ,7024 ,8620 ,4922 , 7322 -,8851 1,0000
p=,001 p=,016 p=,001 p=,124 p=,010 = = -
Donde:

P: probabilidad

P* : probabilidad menor a 10E-3 ( valor no apreciado por el programa)

Los valores que se encuentran entre dos variables corresponden a los
coeficientes de correlacion (limitados a un rango de 0-1); y determinan que tan
estrecha es la relacién entre las variables (mientras mas cerca del valor 1) y si su
efecto entre ellas es inverso como se muestra en las celdas color anaranjado o
directamente proporcional si el signo es positivo. Es importante notar que este

andlisis corrobora los resultados obtenidos en el estudio previo de absorcién de
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nutrientes, donde se observa que a medida de que transcurre el tiempo la

concentracion de los nutrientes disminuye y la biomasa aumenta.

Un parametro relevante en este andlisis, es la probabilidad (p). Este valor
determina si la correlacién entre las variables es producto del azar o si posee una
significancia estadistica. Mientras que el valor de la probabilidad sea menor a 0,05
la correlacion es estadisticamente significativa (referencia), mientras que la relacion
de variables no estadisticamente significativas (valores de p mayores a 0,05) estd

denotado por las celdas de color verde.

La unica forma de analizar el sistema de manera general es recurriendo a un
andlisis de regresion mudltiple, el cual permite apreciar en forma de ecuacion el

comportamiento general del sistema respecto al caso en estudio.

Ahora bien, una ecuacion lineal de regresion de variables tiene la siguiente

forma:

y = b+ ax1+Bx2+yx3+............ oxn

Donde:

y: es la variable dependiente.

b: representa el punto de corte en el plano.
x1,x2,x3...xn: las variables independientes.

a,P,y...0: los coeficientes de correlacion de la ecuacion.

Para el caso en estudio, la variable dependiente fue denominada
“CONDICION” y representa el momento en el cual la planta posee suficiente
cantidad de nutrientes (condicién 1) o la condicién 0, la cual corresponde al momento
en que la planta necesita un cambio de medio nutritivo por uno fresco, necesario para

que pueda continuar su 6ptimo desarrollo.
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Asi mismo, para construir la ecuacién final generada por el modelo
matematico, se colocaron los datos dentro del programa, y el producto final se

muestra en la siguiente tabla de resultados (tabla N°12).

Tabla N° 12. Coeficientes de Regresion, varianzas Yy errores estdndar asociados al Modelo

Matematico obtenido del estudio

B Error Nivel de p
Estandar de
B
Intercepciéon | 8,145327 1,294631 0,003260
tiempo -0,105049 0,021922 0,008699
P -0,000386 0,000725 0,622373
K -0,004023 0,000995 0,015540
Ca 0,003445 0,000768 0,010944
Mg -0,022043 0,006070 0,022130
Biomasa -0,147855 0,025979 0,004708
R®= 0,982
Varianza del Modelo = 0,001876
Error Estandar del Modelo = 0,11046

Donde:

B: coeficiente de regresion.

Error Estandar de B: error asociado al coeficiente de regresion

Nivel de p: prueba de varianza (variables estadisticamente significativas)

R?: coeficiente de correlacién

En la tabla se observa una vez mds que todas las variables a excepcion del
Fésforo son estadisticamente significativas en concordancia con los andlisis previos

realizados en este estudio.
Ahora bien, para corroborar la exactitud del modelo, se observé el andlisis de

la varianza y el factor de correlacion como se puede observar en la tabla N° 14 los

cuales corresponden a valores de 0,0018 para la varianza, siendo esté, un valor que
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predice la efectividad del modelo al ser menor que 0,05 (referencias) y el factor de
correlacién R? con un valor de 0,98 lo que dice que el modelo ajusta perfectamente

los datos al estar este valor muy cercano a 1.

A partir de los datos correspondientes a los coeficientes de regresion extraidos
de la tabla se construy6 la ecuacion definitiva desarrollada para este sistema, cuyos

limites superior, inferior y su punto de quiebre se explican posteriormente.

Ci=8,145- 0,105 - ti - 3,86 x 10™* -Pi - 4,02 x 10~ -Ki + 3,45 x 10~ -Cai
- 2,20 x10* -Mgi - 0,148 - Bmi

Donde:

Ci : representa la tendencia al estado satisfactorio (estado 1) o al estado deficiente de
nutrientes (estado 0).

Ti: tiempo (dias),

Pi: concentracién de Fésforo (ppm)

Ki: concentracién de Potasio (ppm)

Cai: concentracién de Calcio (ppm)

Mgi: concentracién de Magnesio (ppm)

Bmi: Biomasa para cada momento o caso en estudio (g)

La ecuacion obtenida, es una ecuacién predictiva que puede ser utilizada para
evaluar los cambios en alguna de las variables propuestas en esta investigacion, con
el fin de observar los efectos en la planta y su correspondencia con los valores
numéricos obtenidos mediante la aplicacion de la ecuacion; es decir comparar los

resultados tedricos con los experimentales para un instante de tiempo determinado.
Un aspecto importante a considerar es la determinacion de los limites criticos

del modelo obtenido, por ello se establecieron como limite superior el valor de

condiciéon igual a la wunidad (1), como limite inferior aquellos valores
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correspondientes a la condicion igual a cero (0) y como punto de quiebre, es decir
aquel valor de partida para decidir en que condicién se encuentra el andlisis, se

establecid el valor de condicién igual a 0,5.
Un ejemplo de la aplicacion del modelo se explica a continuacion:
Se desea conocer la condicion del medio de cultivo dentro del Biorreactor de

Inmersiéon Temporal, cuyo andlisis de nutrientes y biomasa para los tiempos

correspondientes a los dias 3 y 24 del estudio son:

tiempo Biomasa
. P (ppm K(ppm Ca (ppm M m
(dias) (ppm) (ppm) (ppm) g (ppm) ()
3 533,40 753,60 221,20 136,30 9
24 10,12 250,21 137,52 60,05 25,2

Para el dia 3 se tiene que:

CONDICION= 8,145-0,105 x 3 dias - 3,86 x 10™* x 533,40 ppm - 4,02 x 10” x 753,60
ppm + 3,45 x 107 x 221,20 ppm - 2,20 x10* x136,30 ppm- 0,148 x 9¢g

CONDICION =1,03
Quiere decir que como el valor de condicién tiende a la unidad (1), la planta
aun cuenta con suficiente cantidad de medio nutritivo disponible para continuar con

su proceso metabdlico.

Ahora bien, para el dia 24, se tiene:

95



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

CONDICION= 8,145-0,105 x 24 dias - 3,86 x 10™ x10,12 ppm - 4,02 x 10 x 250
ppm + 3,45 x 10” x 137,52 ppm - 2,20 x107 x 60,05 ppm- 0,148 x 25,2g

CONDICION = 0,04.

Como el valor de la condicion tiende a cero (0) La planta necesita de un

cambio de medio debido al agotamiento del mismo.

En conclusién; para valores de condicién mayores a 0,5 la planta ain posee
suficiente cantidad de nutrientes para continuar su desarrollo, pero si los valores
obtenidos en un instante particular son menores a este punto de quiebre, en necesario

cambiar a un medio nutritivo fresco.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

En este capitulo se plantean todas aquellas conclusiones generadas en cada

tema de estudio para el desarrollo de la investigacion.
Estudio del Sistema in vitro tradicional.
e Se demostré que La tendencia de las Curvas de Crecimiento Sigmoidal
para Sistemas in vitro en Medio Semisélido es la misma,

independientemente del peso o tamafio inicial del brote.

e La capacidad de absorciéon de los nutrientes depende de manera

significativa del tamafo inicial del brote.

Diserio y Evaluacion del Biorreactor de Inmersion Temporal Prototipo.

e El sistema disefiado permite garantizar que el régimen de flujo de Aire

a través del equipo sea laminar. Lo que evita el deterioro de los brotes.

e Los Filtros de Aire disenados, a base de particulas de carbon activado
de tamafio mayor que 200 mesh y dispuestas como mezcla aleatoria de
diversas granulometrias, son mds efectivos para impedir el paso de

bacterias, esporas y hongos al interior del Biorreactor.

e La utilizacion de Filtros de Aire, incrementa la transferencia de

oxigeno y asegura la eliminacion de gases toxicos.
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La biomasa de la planta Pineo Gigante dentro del Biorreactor en el
periodo de méaximo crecimiento (18 a 25 dias) es apreciablemente

mayor a la que se obtiene en el Sistema Tradicional.

El Biorreactor de Inmersién Temporal disefiado, construido y evaluado

en el marco de este estudio, es pionero en el pais.

La tendencia de la curva de crecimiento sigmoidal de la planta
obtenida dentro del Biorreactor prototipo, es similar a la generada a en

el Sistema in vitro tradicional en Medio Semisdlido.

Para los sistemas de propagacion in vitro estudiados (Tradicional y
Biorreactor) la planta evaluada sufre un fenémeno de estrés abidtico.
Sin embargo, la pérdida de masa por la deshidratacién resultante de
dicho fenémeno disminuye considerablemente mediante la utilizacién

del Biorreactor disefiado en este trabajo.

Curva de Absorcion de Nutrientes.

La Curva de Absorcion de Nutrientes en el Biorreactor permite
conocer con precision los requerimientos nutritivos de la planta

durante su ciclo de crecimiento.
Se determiné que el Potasio es el nutriente que es absorbido con mayor

rapidez por la por la planta en estudio, mientras que el Magnesio es el

que se absorbe con mayor dificultad.
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e Se determind que la cinética de la Absorcién de nutrientes presenta
dos puntos de maxima velocidad, correspondientes a la

deshidratacion resultante del fendmeno de estrés abidtico.

Modelo Matemdtico.

e FEl andlisis estadistico fue indispensable para conocer las relaciones

entre variables estudiadas y su comportamiento dentro del sistema.
e FEl Modelo Matematico desarrollado en conjunto con los datos

generados permitieron reproducir con un 95% de confiabilidad el

comportamiento real del sistema.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Existen diversas opciones en cuanto a materiales al momento de disefiar y
construir los filtros de aire; por ello se debe conocer a fondo las caracteristicas

en cuanto a tipo, tamafio y volumen de las particulas a filtrar.

En la construccién de futuros Biorreactores, ya sea a nivel experimental o a
escala comercial es recomendable la utilizacion de materiales resistentes a

cambios bruscos de temperatura y presion.

Se recomienda mejorar la isotermicidad del cuarto climdtico donde se lleven a

cabo futuros estudios Fitocinéticos.

Con el fin de cuantificar la proporciéon en que son absorbidos los diferentes

nutrientes, se propone realizar un anélisis del tejido vegetal.

En futuros estudios se recomienda considerar al Nitrégeno, como nutriente,
entre el grupo de variables requeridas para la construccion del Modelo

Matematico.

Es necesario el desarrollo de protocolos o medidas que impidan o disminuyan

los riesgos de contaminacién dentro del Biorreactor.
Es recomendable estudiar el efecto de la Frecuencia y Tiempo de Inmersion
conjuntamente con la Aireacion, sobre el crecimiento de la planta dentro del

Biorreactor.

Es necesario realizar un mayor nimero de pruebas para incrementar la

robustez del modelo matematico.
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e Estudiar el efecto de una restitucion selectiva de nutrientes.

e Realizar un estudio comparativo del momento en el cual la planta en ambos

sistemas necesita la renovacion de medio nutritivo.

e Se propone estudiar la aplicabilidad del modelo matemético obtenido en este

trabajo, en Biorreactores comerciales.
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Hoja de Especificaciones del

ANEXOS

Biorreactor de Inmersién Temporal prototipo

Equipo:

Biorreactor de Inmersion Temporal a Escala

Laboratorio \

GENERAL DETALLES MECANICOS
SERVICIO Recipiente para BOQUILLAS
Crecimiento Vegetal
FLUIDOS Médio Nutritivo y Aire IDENTIFICACION TAMANO (mm) SERVICIO
DIAMETRO (mm) 64 S Entrada de aire
A
ALTURA (mm) 202 B s Salida de aire
C Muestreador
NIVEL DE LfQUIDO max/ min 283 / 85 5
(em’)
Peso del Equipo (kg) MATERIAL (ES) DE CONTRUCCION
CONDICIONES DE PROCESO Recipiente Vidrio Resistencia Térmica
contenedor Borosilicato
Presion de Operacién (barg) 0.2 Tapa Intermedia Aluminio AL-6063
Temperatura de operacién (°C) 27 Filtro de Aire
Viscosidad_de aire (N-s/m’) 1.86x10° Identificacién Material Tamafio de poro
Gravedad Especifica (m/s?) 9,8
Tiempo de Inmersién (min) 5 D Carbén activado < 18um
Frecuencia de Inmersion (h) 4 E Telas sintéticas < 20pum
Flujo de Aire (m*/s) 20,53E-7 F Fibras sintéticas < 40um
....... Tapa superior

Contenedor de plantas

Contenedor de
Medio Nutritivo

Filtro de Aire
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Anexo N° 1. Composicion de cuatro medios basicos (MB) para el cultivo in vitro de tejidos MS=
Murashige et al > B5= Gamborg et al., N6= Chu at al. Wh= White
Componentes Contenidos en cada medio (mg/L)
MS BS N6 Wh
NH4NO; 1650 - - -
KNO; 1900 2500 2830 80
KH,PO, 170 - 400 -
CaCl.2H,O0 440 150 166 -
MgS0,4.7H,0O 370 250 185 7.37
(NH,4),.SO4 - 134 463 -
Ca(NOs3),. 4H,0 - - - 288
NaH,PO..H,O - 150 - 19
Na,SO4 - - - 200
KI 0.83 0.75 0.80 0.75
H;BO; 6.20 3.00 1.60 1.50
MnSO..H,O - 10.00 - -
MnS0O..4H,0 22.30 - 4.40 6.65
ZnS0O,.7TH,O 8.60 2.00 1.5 2.67
Na2Mo04.2H,0 0.25 0.25 - -
H,MoO, - - - 0.001
CuS0,.5H,0 0.03 0.03 - 0.01
Fex(SO4)s - - - 2.50
FeS04.7H,0 27.80 27.80 27.85 -
Na,EDTA 37.30 37.30 37.25 -
CoCL,.6H,0O 0.03 0.03 - -
Glicina 2.00 - 2.00 3.00
Tiamina-HCL 0.10 10.00 1.00 0.10
Piridoxina-HCL 0.50 1.00 0.50 0.10
Acido Nicotinico 0.50 1.00 0.50 0.50
Mioinositol 100.00 100.00 - 100.00
Sacarosa 30.00 20.00 50.00 20.00
PH 5.7 5.5 5.8 5.5
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Anexo N°2 Composicién del medio de cultivo (P4) para la multiplicacién in vitro de Musiceas

Compuesto Cantidad (ml/L)
Macronutrientes (MS) 50
KH,PO, 230(mg/1)
Micronutrientes (MS) 20
Solucién de Hierro (Fe-EDTA) (MS) 5
Mio-Inositol (MS) 5
Acido Nicotinico (MS) 5
Piridoxina (MS) 5
Tiamina 2
Glicina (MS) 5
Acido Ascérbico 10
Sacarosa 30 (g/L)
AIA 180 (ml/L)
BA 22.5 (mg/L)
Gelrite 2 (g/L)

Nota: Se debe mantener el PH en un rango de 5.7-5.8
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AnexoN° 3. Lista de Equipos y materiales utilizados para el proyecto de cultivo in vitro de especies vegetales

INSTRUMENTAL O EQUIPO
Beaker de 1000 ml

Pipetas de diversas capacidades

Plancha eléctrica con agitador magnético

Cémara reflujo Laminar

Autoclave

Cépsulas de Petri

Pinzas

Bistur{

Mechero

Frascos de vidrio para cultivo (300 ml de

capacidad)

Carrito de metal con ruedas para el transporte de

material y frascos

Estanteria para la colocacion de los frascos

Sistema de enfriamiento

Bombillos de luz fluorescente

Balanza Analitica
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aclimatizacion: Adaptacién de un organismo a un ambiente que le provoca algun tipo de

cambio fisiolégico.

Autétrofo: Organismo capaz de sintetizar todos los componentes que necesita a partir de

sustancias inorgdnicas existentes en su ambiente.

Biolixiviacion: Uso de microorganismos para solubilizar compuestos, de manera que sus
elementos puedan ser extraidos a partir de un material, cuando el agua u otro solvente son

filtrados a través de estos

Biomasa: Toda la materia orgdnica que proviene de la fotosintesis. Incluye a los drboles,
plantas y los residuos asociados, deshechos animales, industriales, y municipales (papel).
También, la masa total de organismos vivos que hay en una unidad de area (por ejemplo, en

un fermentador
Biorreactor: Tanque en el que los microorganismos o células llevan a cabo los procesos
biolégicos, o donde se realiza la fermentacion, o donde se cultivan las células para la

produccién de proteinas recombinantes o para la explotacion comercial de sus metabolitos.

Biorremediacion: Uso de agentes bioldgicos con el fin de tratar suelos y aguas

contaminadas por sustancias téxicas.
Biotecnologia: Toda aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas bioldgicos y organismos
vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de productos o procesos en usos

especificos

Callo: Masa de células indiferenciadas (tejido vegetal)
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Camara de flujo laminar: Area de trabajo, mantenida estéril por el flujo continuo, no

turbulento de aire estéril.

Célula Madre: Célula inmadura que tiene el potencial de generar nuevas células madre y
diferenciarse en diversos tipos celulares. Los embriones tempranos contienen células madre
que pueden transformarse en cualquier tipo celular. La médula dsea contiene células madre

capaces de diferenciarse en los diferentes tipos de células sanguineas.

Células Sexuales (gametos): Células especializadas haploides que al unirse forman el
huevo o cigoto. En los humanos las gametas son el espermatozoide (masculino) y el évulo

(femenino).

Células Somaticas:Todas las células de un organismo, excepto las sexuales

(espermatozoides y 6vulos).

Cera Epicuticular: Depdsitos de cera sobre la cuticula de hojas de plantas adaptadas a

medio arido (xeréfitas).

Cultivo de Tejidos: Procedimientos utilizados para mantener y crecer células y tejidos
vegetales o animales y 6rganos vegetales (tallos, raices, embriones) en cultivo aséptico (in

Vitro).

Curva de Crecimiento Sigmoidal: Es una funcién matematica que representa una variable
que se incrementa primero lentamente luego se acelera y finalmente se desacelera,

eventualmente crece muy poco o declina

Cuticula: Secrecion organica de las células epidérmicas vegetales que tiene la funcion de

disminuir las perdidas no controladas de agua en los tejidos frescos. Esta compuesta a base
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de sustancias hidrofébicas como la cutina y las ceras. A veces esta reforzada por el exterior

con acumulaciones de cera pura a la que se denomina cera epicuticular.

Diploide: Organismo o célula que posee dos juegos completos de cromosomas homélogos

y por lo tanto dos copias (alelos) de cada gen.

Embriogénesis: Proceso mediante el cual se desarrolla un embrién a partir de una célula
fertilizada o de forma asexual desde un grupo de células sométicas (embriogénesis

somatica).
Esterilizacion: procedimiento para la eliminacién de microorganismos.

Estrés Abiotico: Alteracion en el metabolismo celular, inducido por factores abidticos

ambientales que afectan la fisiologia y desarrollo de las plantas.

Explante: porcion de tejido u 6rgano que se separa de la planta para iniciar el cultivo.

Factores abiédticos: Condiciones ambientales que promueven el estrés abidtico de las
plantas, entre los que se encuentran: Luz (exceso o falta), Temperatura extremas (altas o
bajas), Agua (falta o exceso), Altas concentraciones de iones metélicos A1+3, Pb* no

metdlicos Na" y Contaminantes atmosféricos O3, NO, N,O, CO.

Fermentacion: Conversion bioldgica anaerdbica de las moléculas orgdnicas, generalmente
hidratos de carbono, en alcohol, dcido lactico u otros compuestos simples. En el sentido
amplio, el término se refiere también a bioprocesos que ocurren a gran escala, como la

produccién de moléculas a partir de microorganismos.

Fotoperiodo: Longitud, generalmente en horas, del periodo de luz del dia.
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Fungible: Que se consume con el uso, Se consideran materiales fungibles: Componentes
electrénicos y mecdnicos no inventariables, gases, productos quimicos, materiales brutos y

semielaborados mecanicos y otros materiales varios de uso general en laboratorios.

Germoplasma: La variabilidad genética total, representada por células germinales,

disponibles para una poblacién particular de organismos.

Haploide: Célula u organismo que tiene un s6lo miembro de cada par de cromosomas

homdlogos y por lo tanto una copia (alelo) de cada gen. Las gametas son haploides.

In vitro: literalmente en el vidrio, en el tubo de ensayos del laboratorio, investigado y

manipulado fuera del organismo vivo.

Lignina: constituyente tipico de la pared secundaria, formado por derivados de p-

hidroxifenil-propano.

Lignificada(o): membranas celulares en las cuales se ha producido el fenémeno de la
lignificacion. La lignificacidn consiste en la deposicion de capas de lignina sobre la

membrana celular hasta que se vuelve rigida.
Macronutrientes: Elementos quimicos inorganicos, como el nitrégeno, potasio, calcio,
fosforo, magnesio y azufre, que se necesitan en grandes cantidades en el crecimiento de un

organismo.

Medio de cultivo: cualquier medio nutritivo apto para el crecimiento vegetativo; medio

nutritivo artificial y aséptico para el cultivo in vitro.
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Meristemo(a): Todo tejido cuyas células crecen y se multiplican. El tejido meristematico
es un tejido embrional, del que se forman otros tejidos adultos y diferenciados de manera
diversa. Los meristemas Apicales son los responsables de la formacién del cuerpo

primario de la planta. Se encuentran en los dpices de raices y tallos, principales y laterales.

Micronutrientes: Elementos quimicos inorgdnicos que se necesitan s6lo en muy pequefas
cantidades, o trazas, para el crecimiento de un organismo ( ejemplo: Hierro, cobre, cinc,

etc.).

Microorganismos: Organismos microscopicos, generalmente virus, bactérias, algas,

hongos y protozoarios.

Micropropagacion: Propagacion de plantas en un ambiente artificial controlado,

empleando un medio de cultivo nutritivo adecuado.

Nutrientes: Son las sustancias presentes en los alimentos y que resultan utiles para el
metabolismo. Corresponden a los grupos genéricamente denominados proteinas, hidratos

de carbono, grasas, vitaminas, sustancias minerales y agua.

Organogénesis: técnica de reproduccion clonal; regeneracion de una planta a partir de un

organo

Pared Celular: Capa externa y rigida de las células de las plantas superiores, algunos
protistas y la mayoria de las bacterias. Las paredes celulares vegetales estdn constituidas
principalmente de celulosa, aunque también presentan hemicelulosa, pectinas y pueden

tener lignina.
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Regeneracion: Cuando se refiere al cultivo de tejidos vegetales, consiste en la formacion
de las partes aéreas o embriones a partir de un callo o una suspension de células,
permitiendo la recuperacion de una planta completa.

Rusticacion: Es adaptar las plantitas obtenidas al ambiente en el que finalmente creceran.

Vastago: Rama tierna de un arbol o planta

Yemas Axilares: Estructuras encargadas del crecimiento del tallo, hojas y ramificaciones.

Se encuentran en la unién de las hojas con el tallo.
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