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Resumen Ejecutivo

El presente trabajo tuvo por objetivo disefiar, construir e implementar un sistema
de biorreactores de inmersion temporal en paralelo para la propagacion in vitro de la
orquidea Guarianthe aurantiaca a escala laboratorio. Se implementé tecnologia que
permita optimizar el cultivo in vitro de orquideas empleando menor cantidad de

recursos.

Para ello, se disefio el sistema de inmersién temporal, sumergiendo al explante
durante un tiempo determinado en un medio de cultivo rico en nutrientes que permiten
su desarrollo. Se utilizé el medio de cultivo MS (Murashige & Skoog). Se planteé el
protocolo para la esterilizacion tanto del medio como del sistema de inmersion
temporal. El experimento se hizo en 12 biorreactores durante 28 dias. El tiempo de
inmersion fue de dos minutos dos veces al dia. Al finalizar se obtuvo el rendimiento del
SIT respecto al método tradicional evaluando altura de explantes, numero de hojas y

ndmero de raiz.

El disefio fue un elemento de dos contenedores integrados para realizar la
inmersién y conectados en paralelo, con filtros de venteo de PFTE de 0.2um y una
presion de alimentacion de aire de 0.012MPa. Se valid6 de la hipétesis que establecia
una diferencia significativa en el disefio, construccién e implementacion de un sistema
de biorreactores de inmersion temporal, respecto al método tradicional de propagacion
in vitro en relacion al desarrollo de explantes. El SIT dio mejores resultados que el
tradicional tanto en altura (6.67%), como numero de hojas (20%) y numero de raiz
(50%).

Palabras Clave

Biorreactores, sistema de inmersién temporal, orquideas, disefio, sistema en paralelo,

propagacion in vitro.
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l. INTRODUCCION

Desde la antigua Grecia, las orquideas han sido catalogadas como bellas y
exgticas. Constituyen una de las familias de plantas con flores més diversas del
planeta. En América se estima que existen alrededor de 13, 000 especies de orquideas
concentrando la mayor rigueza en Centro América (Pupulin y Rakosy 2013). Durante la
Edad Media, se tenia la teoria que las propiedades curativas de las plantas tenian
principal efecto en los 6érganos humanos de aspecto similar y, dado que la palabra
orquidea viene del griego orkhis que significa testiculo, se le atribuian propiedades

afrodisiacas y se relacionaban con la fertilidad y virilidad (Nauray, 2013).

De acuerdo con el proyecto de conservacion de orquideas de Guatemala
(IARNA, 2013) las orquideas tienen tiempos de desarrollo prolongados. Desde la
polinizacién de la flor hasta la floracion de una orquidea pueden pasar alrededor de 5
afios, con las condiciones adecuadas. Ademas las orquideas son altamente
amenazadas en Guatemala debido a la tala de arboles o la colecta ilegal de especies.
Para favorecer la conservacién de especies nativas, en el laboratorio de biotecnologia
de la Universidad Rafael Landivar se trabaja la propagacion in vitro de orquideas bajo
el método tradicional de manipulacién de frascos. El método tradicional consiste en el
cambio constante de frascos con medios de cultivo, donde son sembradas las
orquideas. El riesgo actual es que al hacer transferencia de orquideas de un frasco a
otro, estas se contaminen, reduciendo el porcentaje de orquideas desarrolladas para la

investigacion.

Con el presente trabajo se pretende mejorar la forma tradicional de propagacion
in vitro evitando la manipulacion constante de frascos. Para ello se procederd a
disefiar, construir e implementar en el laboratorio un sistema de biorreactores de
inmersion temporal adecuado para el crecimiento y desarrollo de orquideas. El aporte
de esta investigacion es hacia la obtencion de mayor cantidad de tejido vegetal
(orquideas), disminuir costos en la elaboracién de medios y promover en las plantas
una mejor adaptacién en el medio al que se introducen (biorreactores). Del mismo

modo, pretende cumplir con el objetivo del estudiante de ingenieria quimica a combinar



sus estudios para la construccién de un equipo que cumpla con dichas caracteristicas

para dar propuestas de mejora.

La importancia de este proyecto radica en la generacion de informacion
relacionada a los biorreactores en Guatemala, innovar con tecnologia adecuada el
desarrollo de tejidos vegetales que sirva para catedras y demostraciones a estudiantes
y docentes, asi como apoyar al sector agricola con obtencion de cultivos de mejor

caracteristicas y adaptacion.



1.1 Lo escrito sobre el tema

Solérzano (2016) establece las caracteristicas y parametros de disefio de un
sistema de biorreactores y, a través de la implementacion del sistema de
automatizacion electro-neumatico, realiza pruebas de eficiencia en la multiplicacion in
vitro de Ananas, con sus respectivos parametros de operacion (frecuencia de
inmersiones y tiempos de inmersion). Para realizar dicho trabajo, establecio el disefio
de los diferentes subsistemas (soporte, iluminacion, aireacion, filtrado, tanques y
control). De este trabajo se obtuvo la construccion del sistema de biorreactores y se
concluy6 que la tasa de multiplicacién de la especie evaluada fue de 6.5 plantulas por

yema incubada.

Rolz (1990) propone el disefio de un biorreactor para la incorporacion de perlas
de alginato en la levadura (como catalizador) para la hidrélisis de la sacarosa. El
principio de operacion consiste en un sistema de agitacion de succion y uno de
descarga, el cual estad conectado a una bomba de recirculacion de flujo y es elaborado
a partir de instrumentos de laboratorio. Con este trabajo se logré elaborar las perlas al
diametro adecuado (0.88mm) a través del flujo de suspension de levadura y el de aire
hacia el biorreactor.

Acufa (2004) establece los procedimientos para la elaboracion de un biorreactor
para la macropropagacion de especies utilizando instrumentos y equipos artesanales
como motores y difusores de pecera, menciona los materiales y equipos utilizados e

incluye diagramas del equipo asi como las aplicaciones del mismo.

En Espafia, Cuenca, Menéndez, Ballester y Vidal (s.f.) muestran una
comparacién entre el sistema de biorreactores RITA y reactores construidos en el
departamento de mejora Agroforestal TRAGSA. En este trabajo, se muestra las
condiciones de operacion a las cuales fueron expuestos los explantes, evaluando

concentracion de reguladores de crecimiento, tipo de soporte empleado, frecuencias de



inmersion y capacidad de propagacion. Se concluyé que la propagacion de explantes
fue mayor en biorreactores de inmersion temporal disefiados que en los biorreactores
comerciales RITA y que el uso de biorreactores (tanto RITA como el disefiado por ellos)
supera al sistema tradicional de transferencia de frascos.

En México, Bello-Bello (s.f.) describe 3 sistemas de inmersion temporal (RITA,
BIT y BIG) para diferentes especies como una opcion de mejora de calidad y reduccién
de costos, a través de biorreactores de inmersioén temporal y por gravedad, como una

alternativa oportuna para la propagacion in vitro.

En Viena, IAEA (2004) presenta un manual en el cual se explica el uso de un
biorreactor, los tipos de biorreactores comunmente utilizados a nivel laboratorio, las
ventajas y desventajas de los mismos, el control de contaminacién asociado y la
construccion de un biorreactor simple analizando los costos y beneficios respecto al

sistema tradicional para el cultivo in vitro.
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1.2 Marco tedrico

1.2.1 Orquideas

Las orquideas pertenecen a la familia Orchidaceae. ElI nombre de la familia
Orchidaceae se deriva del griego orkhis (que significa testiculos) debido a su
reputacion afrodisiaca. Las orquideas son flores de uso ornamental, religioso,
alimenticio y civico. Son consideradas flores exéticas, bellas y elegantes debido a la
diversidad de formas, colores y aromas (IARNA, 2013).

La familia de orquideas es de las mas abundantes a nivel mundial, seguida por la
familia de Bromeliaceae. Se tienen descritas mas de 800 géneros y 20,000 especies
distribuidas en casi todas las regiones del planeta (exceptuando tierras heladas y
desiertos extremos), de las cuales existen alrededor de 1,100 especies en Guatemala
(IARNA, 2013). Algunas de las especies que habitan en Guatemala son: Guarianthe
aurantiaca, Trichopilia tortilis, Trichocentrum carvendishianum, Oncidium leucochilum,

Prosthechea ochracea, Epidendrum radicans, entre otros.

De acuerdo con Dix M. & Dix, M (2006), la mayor diversidad de orquideas en
Guatemala se encuentra entre los 800 a 1600 msnm Yy las principales ubicaciones de
las mismas son en los departamentos de Alta Verapaz, Zacapa, Ilzabal,
Huehuetenango, Chimaltenango, Suchitepéquez y Petén. Sin embargo, la mayoria de
las especies son amenazadas ya que, por lo menos 125 especies estan dentro de la
Lista de Especies de Flora Amenazada (en la publicaciéon del Consejo Nacional de

Areas Protegidas).

1.2.2 Funciones principales de las orquideas

Las orquideas tienen diferentes roles en los ecosistemas, desde

proveer néctar y aceites esenciales para alimentar diferentes

mamiferos, aves e insectos hasta servir de refugio para los

mismos. Las orquideas son utilizadas como indicadoras del .
llustracion 1. Estructura de flor

estado de los bosques (principalmente bosques nubosos), ya de Orquidea. Fuente: Vesania
(2007)
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gue son sensibles a cambios que ocurren en los ecosistemas, entre ellas la
deforestacion y la colecta ilegal de las mismas. Para los colectores de las mismas, las
orquideas tienen caracter ornamental y se utilizan para la elaboracion de arreglos
teniendo entre las principales flores de corte: Cattleya, Dendrobium, Phalaenopsis,
Vanda, Laelia, entre otras. Si desaparece una especie de orquidea, son susceptibles a
desaparecer sus polinizadores. Otra funcion importante de las orquideas es el rol que

ocupa dentro del ciclo de vitaminas y micronutrientes (IARNA, 2013).

1.2.3 Caracteristicas de orquideas

La adaptacion de orquideas es tan variada como la cantidad de géneros. Duran (2006)
establece que algunas orquideas son autétrofas y por lo tanto, pueden elaborar las
sustancias que necesitan para desarrollarse, a partir de agua, CO,, luz solar y
elementos del suelo. Por otro lado, existen orquideas heter6trofas que utilizan la

materia organica para nutrirse.

De acuerdo con Pérez y Lopez (2008), las orquideas pueden ser terrestres, litéfitas
(semiterrestres) y epifitas (usan sus raices como soporte en arboles). Las orquideas,
comunmente tienen pseudobulbos, los cuales actian como érganos de reserva y
almacenamiento. De los pseudobulbos brotan raices y hojas asi como el tallo floral.
Duran (2006), hace mencion que la flor de las orquideas estd compuesta por 3 sépalos,
3 pétalos y 1 labelo. Los sépalos generalmente tienen una estructura diferente de los

pétalos y el labelo se diferencia completamente de ambos.

1.2.4 Desarrollo de orquideas

Las orquideas son monocotiledéneas, es decir, produce una hoja que tiene la funcion
de proporcionar nutrientes a la semilla en la primera etapa del desarrollo. Las semillas
carecen de sustancias de reserva y por ello debe aportarse nutrientes de un agente
externo para desarrollarse el embrion, el cual, en la naturaleza es un hongo (relacion
micorrizica). Las hifas del hongo aportan al embridn los azlcares necesarios para su

crecimiento, funcionando como raices.
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Cabe mencionar que las micorrizas de orquideas son endétrofas (viven en el interior de
las células) por lo tanto el hongo no debe invadir completamente los tejidos de la
orquidea. Este hongo puede ser sustituido por un medio de cultivo con alta

concentracion de azUlcares.

El tiempo de floracion a lo largo del afio depende de cada especie, debido a que las
sustancias nutritivas se utilizan para la formacion del tallo floral y semillas por lo tanto,
resulta costosa energéticamente para la orquidea tener la flor. No solo es corto el
tiempo de floracion a lo largo del afio sino que la floracién se da en afios alternos. Para
favorecer a la reproduccién de estas especies, la polinizacion debe ser exitosa en este
corto tiempo. Un ejemplo de ello es la floraciéon de la orquidea conocida como Vainilla.
El tiempo de floracion es de cuatro horas (entre las 8 y las 12 del medio dia) por lo la

polinizacién debe ser durante este tiempo.

1.2.5 Polinizacién

Las orquideas generalmente son hermafroditas y las células
sexuales masculinas deben ser llevadas a los 6rganos femeninos
de una flor distinta al polinizarse. Los polinizadores (insectos) son
tan diversos como las especies de orquideas. Duran (2006)
define a este tipo de polinizacion como entomodfila. Una
particularidad de las orquideas es que se adoptan a los
polinizadores, al punto en que algunas especies adoptan sus

flores a la forma del polinizador, a través de mecanismos de

atraccion. Las flores se adaptan a los polinizadores a través de |justracién 2 Capsula de

presencia de labelo (como posadero para insectos), produciendo Epidendrum umbeliferum.

Fuente: Imagen propia (2018)

néctar en cavidades de la flor, por atraccion de manchas o dibujos

en las flores, produciendo sustancias aromaticas, atraccion optica, entre otros. De esta
forma, el insecto se ve obligado a adoptar una posicion favoreciendo el contacto con el
polen. Esto se conoce como el mecanismo de especificidad (basado en la fisiologia

sensorial de los insectos).
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El polen de las orquideas se conoce como polinia y es una masa pegajosa que se
adhiere al polinizador y luego se desprende cuando este llega a otra flor para la
fecundacion de la misma (IARNA, 2013). Una vez obtenida la polinizacion, el ovario
fecundado se transforma en una capsula, la cual contiene millones de semillas
microscopicas (apariencia de polvo fino). Sucede asi, ya que en la naturaleza es dificil
obtener la relacion de micorriza para la germinacion de la semilla, por lo tanto, mayor

namero de semilla, aumenta la probabilidad de éxito de reproduccion de la planta.

1.2.6 Guarianthe aurantiaca

La orguidea conocida como Guarianthe aurantiaca habita
los bosques humedos de las Verapaces, Huehuetenango,
y la zona costera, generalmente en encinos y arboles de

sombra y en plantaciones de café. Desde la Costa

Pacifica hasta llegar a Baja y Alta Verapaz. La palabra < i
llustracién 3 Guarianthe aurantiaca.

Guaria” significa epifita, lo cual implica que vive sobre los Fuente: Fraser (2018)

arboles y “anthos” que significa flor (Martin, 2018). Esta
orquidea es una planta epifita con pseudobulbos de hasta 40cm de largo y dos hojas

coriaceas (duras y espesas).

De acuerdo con Martin (2018), en Guatemala, el género se conocia como Cattleya pero
a finales del siglo XX los taxbnomos la reconocieron como un grupo diferente de
acuerdo al nimero de hojas y tamafio asi como la consistencia de las flores. Esta
clasificacion fue justificada con los analisis de ADN molecular y métodos
computacionales. En 2003 se publicé el trabajo de Dressier y Higgins donde se
reconocio oficialmente la diferencia taxondmica, morfolégica y datos para el nuevo
género Guarianthe. Las especies que pertenecen al género Guarianthe son:

Guarianthe aurantiaca, bowingiana, hennisiana y skinneri.

La floracion de esta especie se da en los meses de enero a marzo. Las condiciones
favorables para inducir su floracion son luz brillante, veranos calidos e inviernos
templados; temperaturas entre 18 y 32°C en verano y 10 a 15°C en invierno; el suelo

debe permitir suficiente drenaje de agua (Burghardt, 2018). La floracion de esta
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orquidea consiste en un racimo simple que desarrolla entre 3 y 11 flores de tonalidades

rojas y amarillas (Lopez-Selva y Cleaves, 2017).

1.2.7 Propagacion in vitro

De acuerdo con Castillo (2004), al hablar de cultivo in vitro se hace referencia al “cultivo
de plantas dentro de frascos de vidrio en un ambiente artificial”. Con ello se obtiene
ausencia de agentes contaminantes y control de factores de crecimiento. La practica de
cultivo in vitro ha sido experimentada en laboratorios desde la década de los afios 50,
para el estudio detallado de plantas a nivel celular y molecular, a través de
reproduccion de todos los factores que inciden en el crecimiento y desarrollo de

plantas.

Los aportes del cultivo in vitro para obtencién de plantas se basa en la produccién de
plantas de condiciones controladas, independiente de condiciones geogréficas y
problemas sociopoliticos, conservar el germoplasma de plantas (sobre todo en vias de
extincion), obtener enzimas y compuestos quimicos asi como la produccién de plantas

transgénicas resistentes a patdgenos. (Segretin, s.f.)

La principal diferencia entre la propagacién in vitro respecto a una planta en
condiciones naturales es que en modo in vitro la planta no realiza fotosintesis, el
crecimiento es en condiciones controladas y asépticas, la humedad relativa es alta, los
estomas son no funcionales, hay ausencia de pelos radiculares y cera en la cuticula
(Castillo, 2004).

Castillo (2004), indica que la reproduccion de todos los factores que inciden en el
crecimiento es técnicamente complejo. Por lo tanto, se simplifica a través de la
seleccién de factores que puedan ser controlados. Este control aplica para el ambiente
fisico y quimico en el que se sitla el explante. Asi mismo, las etapas de la propagacién
in vitro conlleva: la preparacion de planta madre, la desinfeccion de semillas, el cultivo
in vitro de tejidos vegetales a estudiar, la multiplicacion de brotes, el enraizamiento y la

aclimatacion.
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Existen diferentes formas de reproducir plantas de forma in vitro, siendo las principales:
la primera, la propagacion clonal a través de explantes (partes de plantas u 6rgano)
obteniendo una planta genéticamente igual a la planta madre. La segunda es la
germinacion asimbidtica de semillas, las cuales tendran material genético diferente de
la planta madre, pero las caracteristicas fenotipicas y genotipicas tendran un

comportamiento similar (Peralta, 2016).

1.2.8 Condiciones generales

Los frascos que contienen las plantas o explantes deben estar ubicados en lugares con
luz artificial dentro de camaras de crecimiento con temperatura entre los 21 y 23°C,
controlando las horas de luz (Castillo, 2004). Al respecto, Orozco (2002), menciona que
disminuir la temperatura incide en el contenido total de los &cidos grasos por peso de
células secas, causando estrés para inhibir el crecimiento de compuestos
intermediarios, mientras que al aumentar la temperatura, hay acumulacion de &cidos

insaturados.

1.2.9 Medios de cultivo

Castillo (2004), establece que los medios de cultivo son mezcla de sales minerales,
vitaminas, reguladores de crecimiento, agua, agar y azucar. Los factores que afectan la
elaboracién del medio de cultivo son pH, composicion, temperatura, humedad y luz.
Los medios de cultivo suelen ser especificos de las especies que se analizan e
investigan, sin embargo, el principal medio utilizado para orquideas es el medio
Murashige & Skoog. Este medio esta compuesto por calcio, macronutrientes,
micronutrientes, hierro, vitaminas y azUcares. Fue inventado por Toshio Murashige y
Folke Skoog en 1962 y se utiliza para cultivo in vitro de tejidos vegetales, siendo el
tabaco su principal estudio (Probiotek, 2017). Por otro lado, fue Knudson quien hizo
aportes significativos al estudio de las orquideas a través de medios ricos en hidratos
de carbono no solo con segmentos de hoja, sino con segmentos nodales de plantulas
que provienen de semillas germinadas in vitro, y otras secciones (Sedano, Manzo
Roldan y Castellanos, 2015).
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A continuacién se desglosa una tabla indicando la composicion del medio MS sin

reguladores de crecimiento:

Tabla 1. Formulacion de reactivo utilizados para la preparacion del medio Murashige y Skoog (MS)

., , Cantidad para
Solucién Reactivo itro (g/L)

Macronutrientes | Nitrato de amonio (NH4NO3) 16.5
Nitrato de potasio (KNO3) 19.0
Sulfato de magnesio heptahidratado 3.70
(MgS0O4*7H,0) 1.70
Fosfato monoacido de potasio (KH,PO,)

Calcio Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,*2H,0) 4.40

Micronutrientes | Acido borico (HsBOs) 3.10
Sulfato de manganeso tetrahidratado 11.15
(MnSo04*4H,0) 4.30
Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4*7H,0) 0.415
Yoduro de potasio (KI) 0.125
Molibdato de sodio dihidratado (NaMoO4*2H,0) 0.0125
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4*5H,0) 0.0125
Cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl,*6H,0)

Hierro Triplex 11l (Na2EDTA*2H,0) 3.725
Sulfato de hierro heptahidratado (FeSO4*7H,0) 2.785

Vitaminas Myo-inositol 10.0
Glicina (C2HsNOy) 0.20
Acido nicotinico (CeHsNOy) 0.05
Piridoxina-HCI 0.05
Tiamina-HCI 0.01

Fuente: IARNA (2013)

1.2.10 Propiedades de compuestos utilizados para medio MS

A continuacién se mencionan las caracteristicas y funciones principales de los

nutrientes contenidos en el medio MS (Yara, s.f.):

Nitrégeno: mejora la calidad y cantidad del crecimiento vegetativo. La adicion de

molibdeno hace que las plantas puedan obtener el nitrégeno.

Potasio: regula el equilibrio del agua en las células y la pérdida de ésta a través de la
transpiracion, transporte de azlcares en la planta, activacion enzimatica y sintesis de
proteinas, estimula el crecimiento de tallos fuertes y brinda proteccion contra

enfermedades y plagas aumentando el grosor de las paredes celulares exteriores.
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Magnesio: componente vital de la clorofila, activa reacciones enzimaticas y es

necesario para el movimiento del fosforo hacia y por adentro de la planta.

Azufre: permite la formacidén de proteinas, aminoacidos, algunas vitaminas y enzimas

en la planta, fomenta el uso completo del N- nitrico.

Fosforo: ayuda en el crecimiento de las plantas, promoviendo un crecimiento rapido,
mayor tamafo de la hoja, se requiere para el funcionamiento normal de las membranas
celulares, ademas de ser un componente clave del acido nucleico y el ATP, también
participa en la produccién y transporte de azucares, grasas y proteinas. También es
particularmente importante para el desarrollo de las raices, en plantulas, asegura el

rapido crecimiento de la raiz y la buena toma de otros nutrientes y de la humedad.

Calcio: desarrollo de las raices y del apice, componente de la pared celular, dando
fuerza a la pared celular y estabilidad a la membrana celular

Boro: necesario para la produccion de acido nucleico y hormonas, asi como el
movimiento de azuUcares en la planta. Importante para la absorcion del calcio y su

movimiento a través de la planta.

Manganeso: participa en la sintesis de la clorofila, la fotosintesis, la evolucién del
oxigeno, la activacion de enzimas, sintesis de proteinas, ayudando a mejorar el uso de
nitrogeno de la planta. Ayuda a desintoxicar y protege los componentes contra la

fotooxidacion.

Zinc: desarrollo de cloroplastos, responsable del metabolismo de auxinas, desintoxica
los radicales de oxigeno dafiinos que se forman bajo condiciones de estrés, mejoran la

eficiencia en el uso de nitrégeno.
Yodo: ayuda en la fotosintesis

Cobre: importante como catalizador en la fotosintesis y la respiracién, ademas se usa
en la lignificacion de las paredes celulares, influyendo en la estabilidad celular y la

resistencia a los ataques de hongos.

Cobalto: fijacion del Nitrogeno.
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Hierro: esencial para la formacion y la funcion de la clorofila, critico para el crecimiento
vegetativo sano. Utilizado en sistemas de Oxido-reduccion involucrados en los procesos

metabolicos y la transferencia de energia. Permite el uso de sulfatos y nitrato.

1.2.11 Gases en propagacion in vitro

Una de las caracteristicas principales del cultivo in vitro es trabajar en ambientes libres
de contaminantes para lo cual es necesario sellar adecuadamente los recipientes
donde ocurre el cultivo y siembra de plantas. Al sellar adecuadamente se debe tomar
en cuenta que el intercambio gaseoso no se vea interrumpido y que no se permita el
ingreso de agentes contaminantes al recipiente. Para ello es importante disefiar
envases con restriccion en el intercambio de gases entre el interior y el exterior del
envase. Con ello se disminuye la produccion de dioxido de carbono (CO,) en el frasco y

ocasiona poca fotosintesis (Lugo, 2009)

Orozco (2002), establece que la composicion de los gases suministrados a los cultivos
afecta el crecimiento y desarrollo vegetal. También afecta la diferenciacién celular y la
produccion de moléculas secundarias obtenidas durante el metabolismo (como el CO,
etileno, etano, acetaldehido, etanol, entre otros). Si se acumula el gas puede promover
o inhibir el crecimiento y regeneracion de callos y enzimas. Por otro lado, cuando se
trabaja con envases sellados con tapadera plastica traslicida, el crecimiento in vitro es
irregular y se incrementa la condensacion, debido a la alta humedad relativa en el

recipiente (Lugo, 2009).

1.2.12 Desarrollo de propagacién in vitro

De acuerdo con la metodologia actual, empleada para el proyecto de investigacién de
conservacion de orquideas de Guatemala, iniciado en 2013, se procede a obtener la
capsula de la orquidea de estudio, evaluando que esta esté en el punto de maduracion
(se nota por cambios de color de verde y café y completamente cerrada). Se lava y
desinfecta la superficie de la capsula para quitar cualquier impureza que pueda
contaminar la parte interna de la semilla. Luego la capsula es abierta con instrumentos

de laboratorio (pinzas y bisturi sobre un vidrio grueso estéril) en camaras de flujo
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laminar en condiciones asépticas para ser sembradas en frascos con medio de cultivo

estériles.

A medida que el tiempo transcurre, la semilla adquiere del medio los nutrientes
necesarios para germinar. Este proceso puede tomar de 1 mes hasta 1 afio segun la
especie. A medida que la semilla adquiere los nutrientes, el investigador se ve en la
tarea de cambiar la misma de frasco, a otro que tenga medio suficiente para mantener
viva la orquidea. Para ello se deben tomar en cuenta las medidas asépticas necesarias
con la finalidad de evitar la contaminacion del medio, lo cual ocasiona problemas de

proliferacion de mohos, hongos y bacterias y evita que crezcan las orquideas.

Las orquideas contenidas en los frascos de cultivo deben tener condiciones Optimas de
crecimiento, en cuyo caso los factores de frecuencia de luz, intercambio gaseoso, alta
humedad y aireacion deben ser estrictamente controlados. El tiempo que la orquidea
pasa en esta etapa de desarrollo es de 1 a 5 afios, tras lo cual la orquidea tendra un
tamafio aceptado. Uno de los principales problemas que se tiene al momento de
cultivar orquideas de forma in vitro es que no se desarrollan correctamente los estomas

de la misma, los cuales le sirven en el ciclo de fotosintesis.

Por lo tanto, luego de obtener el tamafio adecuado y las raices desarrolladas, las
orquideas deben pasar a una etapa de aclimatacion. En esta etapa, las orquideas
deben tener limpias sus raices de cualquier residuo de medio de cultivo y
desinfectadas. Luego son llevadas a un invernadero y regadas segun convenga la
especie. En esta etapa las orquideas se desarrollaran para ser candidatas a floracion.
Este proceso toma de 2 a 5 afios (IARNA, 2013). Al respecto, Castillo (2004) establece
gue en el invernadero las condiciones para cultivar las plantas deben ser sanitarias
Optimas y con control de nutricion y riego adecuado para permitir crecimiento libre de
contaminantes. Al ser aclimatados a las condiciones de humedad del invernadero
disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando la intensidad de la

luz.
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1.2.13 Esterilizacién

Los microorganismos son todos aquellos seres vivos que solo pueden ser visibles en el
microscopio y se ubican en el campo de estudio de la microbiologia. Son importantes
para intervencion de procesos biogeoquimicos de la naturaleza y constituyen la base
para procesos industriales Los microorganismos necesitan condiciones 6ptimas de
temperatura, humedad, actividad de agua, y pH para poder reproducirse (Moran, 2015).
Es importante mencionar que el tiempo de muerte de estos microorganismos es el
tiempo en el que se inhiben y no tienen capacidad de reproducirse. Su muerte, en el

sentido que comunmente se entiende, conforma su destruccion total.

Se conoce como mecanismo de accién a la forma en la que actta el medio sobre el
microorganismo para que evitar la reproduccion de los mismos (Guillamas, 2018). Cada
uno de los tipos de esterilizacion actia con uno o0 mas mecanismos de accion sobre los

microorganismos. Los cinco principales mecanismos son:

Alteracion de la composicion de la membrana celular

b. Alteracion de la composicion coloidal del citoplasma, coagulando o
desnaturalizando proteinas (vapor)
Alteracion de la permeabilidad de la membrana

d. Inhibicién de procesos enzimaticos

e. Alteracion de sintesis de ADN (luz uv)

Esterilizaciobn es el concepto empleado para denotar la eliminacibn o destruccion
completa de todos los microorganismos, incluidas las formas resistentes como esporas
bacterianas, virus y hongos. El agente que produce la esterilizaciébn se conoce como
esterilizante. La esterilizacion se diferencia de la desinfeccion debido a que esta se
refiere al control dirigido a destruccion de microorganismos patdégenos vegetativos de
forma superficial (Guillamas, 2018). Para la esterilizaciéon de equipo de laboratorio se
utiliza una autoclave, el cual, es un equipo que funciona a base de vapor (similar a olla

de presion) con parametros de exposicion de 121°C durante 15 minutos.
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1.2.14 Propagacion in vitro a gran escala

Industrias como el Ingenio Magdalena, utilizan la técnica de cultivo in vitro para obtener
sus plantulas de cafia de azucar. A través del laboratorio de Meristemos, en el
departamento de Biotecnologia “BIOMAG” que pertenece al area de investigacion y
desarrollo Agricola del Ingenio Magdalena, se tienen biorreactores de inmersion
temporal en donde crecen y se desarrollan tanto plantulas de cafia de azlcar como
orquideas y otros cultivos. Desde el 2008, la produccion total era de 2, 500,000
plantulas por afio, lo cual corresponde al 80% de cafia, al 15% de orquideas y el 5%
restante a otros tejidos vegetales. Este 15% de produccion corresponde a 31,250

plantas de orquidea mensual (IMSA, 2018).

1.2.15 Propagacion in vitro a pequefa escala

Laboratorios como el de Biotecnologia, de la Universidad Rafael Landivar, utilizan la
técnica de propagacion in vitro para investigacion, evaluando el crecimiento de tejidos
vegetales. Desde el afio 2013, surgié como parte del proyecto de conservacion de
orquideas, el estudio del cultivo in vitro de diferentes especies. Actualmente, la
capacidad de trabajo en el laboratorio es de 1,700 frascos mensuales de los cuales, 77
son de Guarianthe aurantiaca. Cada frasco contiene un promedio de 20 plantas. Por lo
tanto, se tienen por lo menos 1,540 Guarianthe aurantiaca con la técnica de
propagacion in vitro tradicional. Ademas existen alrededor de 200 especies registradas
gue se han ingresado al cultivo in vitro dentro del laboratorio. Los rangos de unidades
de cultivo van desde 6 hasta 140 por especie (IARNA, 2018).

1.2.15 Reactores

Los reactores son tanques en los cuales se llevan a cabo reacciones quimicas. Los
reactores tienen diferentes aplicaciones en la industria que van desde la obtencién del
etilenglicol y la recuperacion de petrdleo (obtenciéon de mayor octanaje en la gasolina)
hasta el sistema digestivo de animales (Fogler, 2008).

Fogler (2008), menciona que existen diferentes tipos de reactores segun su aplicacion,

sin embargo todos se clasifican segun caracteristicas generales dentro de los cuales se
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tienen los reactores intermitentes (batch) y los reactores de flujo continuo. La principal
diferencia entre ambos tipos es el proceso en el que estan involucrados. Los
intermitentes contienen la mezcla mientras dure la reaccion y se descargan despues de
ocurrida la misma. Se trabaja por lotes, es decir, no tiene flujo de entrada ni de salida
mientras se lleva a cabo la reaccion. Estos reactores se asocian con costos altos de

produccion y variabilidad del producto entre los diferentes lotes obtenidos.
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llustracion 4 Reactor intermitente Fuente: Fogler (2008)

Por otro lado, los reactores de flujo continuo se operan en estado estacionario. Los
reactores de flujo continuo se clasifican en: reactor continlo de mezcla perfecta
(CSTR), reactor de flujo tapon (PFR) y reactor empacado (PBR). A continuacién se

detalla cada uno:

a. Reactor contintdo de mezcla perfecta (CSTR)
Es el tipo de reactor que se usa principalmente para reacciones en fase liquida. No hay
dependencia de tiempo, temperatura, concentraciéon o velocidad de reaccion. Este

modelo se utiliza para modelaciones de reactores ideales ya que las condiciones

internas son iguales en todos los puntos.
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llustracion 5 Reactor CSTR. Fuente: Fogler (2008)

b. Reactor de flujo tapon o tubular (PFR)

Este reactor se utiliza para reacciones en fase gaseosa. Consiste en un tubo cilindrico
gue opera de forma estacionaria en el cual, los materiales reaccionan consumiéndose
de forma continua a medida que fluyen a lo largo del reactor. Por lo tanto se asume que
la concentracion varia continuamente y la velocidad de reaccion se relaciona

directamente con esta variable.
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llustracion 6 Reactor tubular. Fuente: Fogler (2008)

c. Reactor empacado (PBR)

Este reactor se utiliza para reacciones heterogéneas en donde interactta fluido con
sélido. Para ello las reacciones se dan sobre la superficie del catalizador. La velocidad
de reaccion para este reactor depende de la masa del catalizador y no del volumen del
mismo, para la velocidad de obtencion del producto.
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llustracion 7 Reactor empacado.Fuente: Fogler (2008)

1.2.16 Biorreactores

De acuerdo con Juarez, Manjarrez y Barrén (2011), un biorreactor es un sistema que
soporta una especie biolégicamente activa, y proporciona un ambiente controlado que
permite alcanzar las condiciones Optimas para la micropropagaciéon. Consisten en
contenedores disefiados para cultivo de tejidos a medida que produce miles de
explantes. Se basa en la inmersion temporal de tejidos en nutrientes por intervalos de
tiempo (Abdullahi BY, 2017). Se utilizan para superar problemas asociados a la forma
tradicional de cultivar y sus condiciones, mejorando la distribucién celular. Con los
biorreactores se mantiene la adecuada concentracion de gases y nutrientes en el
medio de cultivo, ya que facilita la transferencia de masa al mismo. Para favorecer los
resultados, se deben controlar las condiciones del cultivo asi como la esterilidad para

evitar contaminacion y la homogeneidad del cultivo.

Al momento de disefiar un biorreactor, debe tomarse en cuenta el tipo de tejido a
estudiar. Cada tejido tendra diferentes comportamientos y condiciones de ambiente.
Sin embargo, Partap, Plunkett y O'Brien (s.f.), establece criterios generales para la
construccién de estos. Primero menciona que cualquier material que este en contacto
con el medio debe ser biocompatible o bioinerte lo cual elimina la opcién de tener
metales con excepcion al acero inoxidable. El material debe ser adecuado para
temperaturas de 37°C en una atmoésfera humeda. El equipo debe ser capaz de ser
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esterilizado para eliminar microorganismos que afecten el crecimiento y desarrollo de

los tejidos vegetales.

Los biorreactores se clasifican segun su sistema de agitacion o el proceso de
inmersion. El proceso de agitacion puede ser de agitacion mecanico o neumatico. El
proceso de inmersion puede ser temporal o continuo (Albarran, Salazar, Trujillo, Vegas,
Gonzales y Diaz. 2014). La principal diferencia entre los dos procesos de inmersion se
basa en el contacto del material a propagar con el medio de cultivo. Los biorreactores
de inmersion temporal combinan la aireacién para suministrar el medio a las plantas

segun el tiempo y frecuencia programados.

Orozco (2002), indicé que los biorreactores se clasifican en tres grupos segun el tipo de

cultivo:

Reactores con células en suspension: se utiliza para células suspendidas que
pueden mezclarse en el fluido liboremente. Proporciona un ambiente de cultivo uniforme
para las células de las plantas. La principal desventaja es la falta de control sobre el
tamafio de agregado de las células (segun concentraciones de calcio y compuestos de
carbono). Algunos ejemplos mencionados son el reactor de tanque agitado, la columna

de burbujeo o el reactor airlift.

Reactores con células inmovilizadas: esos reactores tienen células inmovilizadas, lo
cual proporciona mayor concentracion de células por unidad de volumen del reactor,
alta productividad y elimina problema de lavado de células. Dentro de estos reactores
destacan: los de lecho empacado, los de lecho fluidizado, las membranas y los de

burbujeo o airlift.

Reactores de biopelicula: estos tienen un espesor definido de la pelicula de células
inmovilizadas para dar un mejor ambiente de crecimiento de células. Proporciona
contacto directo con los nutrientes de fase liquida, entre las células. Dentro de estos
reactores destacan los de fibras huecas, los de lecho empacado, los de lecho fluidizado

y los de burbujeo.
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Otros tipos de biorreactores descritos por Partap et cols (s.f.) son: Biorreactor de
matraz giratorio, de paredes rotatorias, de compresion, de tension, de presion

hidrostética y de prefusién de flujo:

Biorreactor de matraz giratorio: este tipo de reactor favorece la mezcla de oxigeno y
nutrientes en el medio de cultivo y reduce la concentracion de los mismos en el fondo
del tanque. La principal caracteristica es que en la parte superior del tanque tiene
agujas que a su vez estan unidas a soportes, donde se deposita el tejido a estudiar. El
medio se agita a través de un agitador magnético. Tipicamente, estos reactores son
para volumenes de hasta ocho litros y tiene de 50 a 80 revoluciones por minuto (rpm).
En algunos casos, un agitador magnético ocasiona la turbulencia adecuada para
mezclar el medio. Sin embargo, la transferencia de masa en el tanque no es

suficientemente homogénea en cuanto a la distribucion de células.

Biorreactor de paredes rotatorias: este reactor fue desarrollado en la NASA con la
finalidad de proteger el cultivo de células de fuerzas potenciales en el lanzamiento y
aterrizaje de naves. En este reactor los tejidos se mueven por accién del tanque. El
tanque es un cilindro horizontal que se hace girar a modo que exista balance entre la
fuerza gravitacional y la fuerza de arrastre hidrodindmica y permita que los tejidos se
suspendan en el medio. El medio de cultivo se cambia pausando la rotacién del tanque
o siendo afiadido a través de una bomba que manda el medio al tanque. El intercambio

gaseoso se da por una membrana. Este reactor puede dar de 15 a 30 rpm.

1.2.17 Sistemas de inmersion temporal

Los sistemas de inmersién temporal (SIT) son sistemas que humedecen un material
vegetal de forma intermitente durante un corto periodo con un medio liquido y luego es
secado por gravedad dentro de una camara llamada biorreactor. De acuerdo con
Paredes (2005), “los SIT consisten en colocar los segmentos de planta en un
contenedor y el medio de cultivo liquido en otro envase. El medio liquido es transferido
en forma automatica hacia el contenedor con las plantas, con determinada frecuencia y

tiempo”.
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Los sistemas de inmersion temporal (SIT) surgieron a partir del desarrollo y mejora de
técnicas para la propagacion de material vegetal, el cual implica deficiencias debido a
que la produccion es de forma manual, aumentando los costos de produccién. El SIT
fue creado en el CIRAD de Francia con la aplicacion de un flujo de aire a uno de los
frascos, el cual hace subir el medio de cultivo y bafar los explantes para luego
descender por gravedad (Rosales et cols, 2003). Los equipos que se fabrican en
paises como Francia y Cuba resultan costosos, por lo que la mayoria de paises opta

por el disefio y construccion de sistemas de inmersion temporal.

El sistema de cultivo in vitro basado en medios liquidos son considerados mas
eficientes que medios sdlidos. Sin embargo, la inmersion directa del tejido vegetal en
medio liquido puede generar problemas con la vitrificacion e inhibir el crecimiento y
desarrollo del tejido. Asi mismo, los parametros de operacion principales constituyen el
tiempo y la frecuencia de inmersion, los cuales son especificos de la especie a analizar
(Vilchez, et cols, 2011).

Los SIT son sistemas simples disefiados para proveer ambientes éptimos, mejorar la
transferencia de nutrientes y gases, disminuir los desordenes fisioldgicos y preservar la
integridad morfologica del crecimiento in vitro de tejidos vegetales. Usualmente, el
periodo de inmersién es corto (algunos minutos) mientras que el tiempo de exposicién
de aire es prolongado (horas). Ello se hace con la finalidad de reducir la hiperhidricidad
de la planta al crear condiciones éptimas de humedad y suministro de nutrientes con el
menor contacto de liquido. Asi mismo, se mejora el transporte de oxigeno, lo cual
contribuye con el mejor intercambio gaseoso, reduce la limitacion del mismo y

disminuye la probabilidad de asfixia en las plantas (Georgiev, 2014).

Ventajas de utilizar sistemas de inmersién temporal
a. Con los SIT puede reducirse hasta un 40%, los reactivos utilizados, los niveles
de contaminacién y la manipulacién de explantes en la transferencia de cultivo
en los frascos con medios.
b. Se ha demostrado que las plantulas con este tipo de metodologia tienen mayor

capacidad de sobrevivencia en la fase de aclimatacion.
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c. A diferencia del sistema tradicional, los SIT requieren menor cantidad de frascos
de cultivo, menor espacio para salas de crecimiento.

d. Disminuye la cantidad de personal requerido para la siembra y a la transferencia
de cultivos en los frascos.

e. La inmersion temporal ofrece un mejor acceso a los componentes del medio y

mejora la escalabilidad industrial a través de la automatizacion del proceso

Los SIT se utilizan para diferentes tipos de cultivo entre ellos el banano, plantas
ornamentales, café, entre otros. Asi mismo puede ser utilizado para la produccion de
metabolitos, embriogénesis somatica para regeneracion de plantas, cultivo de
microbios procariotas, produccion de compuestos fendlicos y flavonoides, entre otros
(Georgiev et al., 2014).

1.2.18 Equipo utilizado para construccion de sistemas de inmersiéon temporal

Para la construccion de sistemas de inmersion temporal generalmente se utiliza una
serie de contenedores para cultivo de tejidos y otros para contener el medio liquido. El
disefio basico consiste en dos recipientes de vidrio con boca ancha. El intercambio de
aire para los contenedores tiene un filtro de aire compuesta de politetrafluoretileno
(PTFE). Todo el equipo se conecta a través de mangueras de silicon (usualmente) y la
tuberia central se conecta a una bomba de aire controlada con un timer. EI compresor
generalmente se adecua a una presion de salida de 1.5 bar tomando en consideracion
factores importantes como distancia de transporte de aire, tamafio y numero de
contenedores a los cuales sera distribuido. Se conectan también valvulas solenoide
para operar el sistema abriendo o interrumpiendo el sistema de aire. Todo el equipo
debe estar estéril y ser ensamblado en campanas de flujo laminar para evitar la
proliferacién de agentes contaminantes. El sistema se coloca en un ambiente propicio

con luz y ventilacién adecuada propia de camaras de crecimiento (Juarez, 2011).
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1.2.19 Contenedores

El sistema general de inmersion temporal utiliza dos contenedores, uno que contiene
los explantes y el segundo que contiene el medio de cultivo liquido. De acuerdo con
Rosales (2003), los contenedores son recipientes de vidrio en forma cilindrica con boca
ancha de hasta 250ml de capacidad. Las tapaderas de estos contenedores tienen
adaptadores para conectarse entre si y conectarse al suministro de aire. La tuberia
generalmente es de vidrio o plastico autoclavable de hasta ¥4 de pulgadas (0.635 cm)

de diametro.

1.2.20 Filtros PFTE

Muchos autores coinciden en el uso de filtros de venteo de 22 um hidrofébicas de
membrana de PTFE (politetrafluoretileno). Estos se colocan entre el aire que ingresa y
los contenedores. Su funcién es retener cualquier particula o microorganismo de los

tubos conectores, permitiendo Unicamente el paso de aire.

El PTFE es un polimero semicristalino, no polar, impermeable, con grado de
cristalinidad elevado. Este material es inerte y no reacciona con otras sustancias
guimicas debido a la orientacién de los atomos de fltor en la cadena de carbonos. Por
lo tanto su toxicidad es nula. EI PTFE es permanentemente hidrofébico por lo que es
ideal para filtracibn de mezcla aire-gas. Sin embargo, no se humedece con el aire.
(Elaplas, 2018) EI monémero del cual se deriva el polimero tiene como formula quimica

(C2F4)n y la reaccion de polimerizacién es la siguiente

F F F FFFFTFTFFTF
\ / Polimerizacion .0 1 1 1+ 1 1 1
cC=cC » 4C-C-C-C-C-C-C-C¥4
/ \ | | | | | | | |
F F F FFFFTFTFFTF
Tetrafluoroetileno Politetrafluoroetileno (PTFE)

llustracion 8 Polimerizacion de PTFE Fuente: Elaplas (2018)
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1.2.21 Compresor de aire

Los compresores son maquinas para comprimir los fluidos (gases y vapores) y
entregarlo a una presion elevada. Los principales usos de la compresion son: proveer
aire para la combustion, transporte de fluido de procesos a través de tuberias, proveer
aire comprimido para maquinas neumaticas y circular fluido de procesos dentro de un

conjunto de operaciones.

Por la forma en que estos se comprimen, se pueden clasificar como volumétricos,
donde el aumento de presion se obtiene por disminucion del fluido confinado; o de flujo,
donde la elevacion de presion del fluido se obtiene a partir de transformacion de
energia cinética (Arroyo, 2011).

Dentro de los factores principales que influyen en el disefio de los compresores es
indispensable tomar en cuenta: la presion, la temperatura, la compresibilidad del fluido
(gases) y que el trabajo realizado por un sistema en un ciclo sea igual al calor
intercambiado por el fluido, correspondiente a la primera ley de la termodinamica, a
través del tipo de proceso que se desee realizar: isotérmico, adiabatico o politropico
(Arroyo, 2011).

Segun el tipo de elevaciones de presion, es decir, la relaciébn entre la presion de
descarga y de alimentacion al sistema; sera el tipo de compresor. Cuando esta relacion
es menor a 1.1, se dice que el equipo es ventilador. Cuando se encuentra entre 1.5y 2,
se denomina soplador y por arriba de estos valores se conoce como compresores.
Cabe mencionar que otra de las caracteristicas de los compresores es que la densidad

del fluido que ingresa al sistema varia mas de un 5%.

Existen los compresores libres de aceite, utilizados en industria farmacéutica,
tratamiento de aguas residuales, de alimentos, asi como sector medicinal. El
compresor de aire debe ser libre de aceite ya que residuos de aceite en el aire
entregado puede contaminar el medio, el mantenimiento debera ser mayor (aire de

purga) y los costos seran elevados.
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El compresor de aire se utiliza para suministrar el medio a los explantes. La presion de
aire en el contenedor desplaza el medio liquido a través del tubo que conecta con el
contenedor de explantes. La duracién del bombeo del medio depende de la cantidad de
medio que se disponga y de la presion de aire del compresor.

También es importante mencionar que excesivo burbujeo en el tiempo de exposicion
puede tener un efecto de deterioro en las plantas. Luego de completar el periodo de
inmersion, inicia el proceso de reverso en el que el medio regresa a su contenedor
respectivo. Este ciclo se repite segun los intervalos de inmersién adecuados al explante
para asegurar que exista una adecuada nutricion a los mismos. (Abdullahi BY et al,
2017).

1.2.22 Temporizador

El temporizador es un dispositivo que se programa para marcar ciclos en un proceso.
Es responsable de enviar la sefial a las valvulas solenoides que permiten el paso de
aire comprimido a los contenedores respectivos dentro del sistema de inmersion

temporal.

1.2.23 Tipos de SIT

Segun la naturaleza del explante y su respectivo ambiente, los biorreactores de los
sistemas de inmersiébn temporal pueden dividirse en cuatro grupos principales:
biorreactores de fase liquida, biorreactores de fase gaseosa, sistema de inmersion
temporal y biorreactores hibridos. Los biorreactores de fase liquida presentan como
principal desventaja la malformacién de tejidos vegetales debido a la hiperhidricidad y

asfixia (Georgiev, 2014).

Existen diferentes tipos de sistemas de inmersion temporal pero a continuacion se

detallan los principalmente utilizados:

RITA: es el sistema de inmersion temporal automatizado y fue creado ante la
necesidad de produccion de café. Es el SIT mas comercial. Consiste en un recipiente

con una division creada con material permeable y un soporte. En la primera division se
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tiene una especie de canasta, donde se retienen los explantes. En el segundo
compartimento se coloca el medio liquido. Este sistema utiliza aire a través de un filtro
gue impide el paso de bacterias y esporas. El aire permite que el medio suba y entre en
contacto con las plantas durante un tiempo y luego se lleva a cabo el secado por
gravedad caracteristico. Es importante mencionar que hay una camara de aire en el
compartimento del medio, el cual permite ventilacion necesaria para oxigenar el medio
de cultivo (Albarran et al. 2014).

llustracion 9 Proceso de RITA. Fuente: Vitropic, S.A. (2018)

SIT de frascos gemelos: este es un tipo de biorreactor que contiene dos recipientes
conectados por una manguera o tubo de vidrio (en forma de U). En uno de los
recipientes se coloca el medio liquido de cultivo, en el otro se coloca la planta a
estudiar. Ambos recipientes se conectan a su propia linea de aire a presion controlada
por temporizadores. Mediante una bomba, se permite el paso de aire a través del
recipiente del medio y por accion de la presion el medio se lleva hacia el otro frasco. Al
quitar el suministro de aire, otra bomba permite que el medio regrese al frasco original

con el mismo principio (Albarran et al. 2014).
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llustracion 10 SIT frascos gemelos. Fuente:Centro de bioplantas, Cuba (2018)

SIT de frascos gemelos modificado: en este sistema se tienen los dos recipientes
interconectados por tuberia desde la parte inferior. En algunos casos, los explantes son
colocados en una reja o soporte dentro del recipiente (a partir de poliuretano, el cual
mantiene la humedad hasta 90%). La caracteristica de este sistema es que el
recipiente con el medio es colocado debajo del recipiente que contiene los explantes, a
modo que, el drenado del medio después del tiempo de inmersion, regrese al recipiente

por principio de gravedad (Georgiev, 2014).

llustracion 11 SIT modificado Fuente: Georgiev (2014)
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Actualmente existen diferentes centros de investigacion que se dedican a evaluar el
mejoramiento genético de especies vegetales y utilizan los sistemas de inmersion
temporal para el desarrollo de los mismos. Entre los principales centros se mencionan:
el Laboratorio de Biotecnologia de INIA Quilamapu, en Chile; la Unidad de
Biotecnologia del el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Maracay,
en Venezuela; la division de técnicas nucleares en alimentos y agricultura en la agencia
internacional de energia atdmica, en Austria; entre otros. En Guatemala, se cuenta con
el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Investigacion y Proteccién sobre

ambiente natural y Sociedad de la Universidad Rafael Landivar.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las orquideas son catalogadas por las personas como simbolo de elegancia, de
pureza y de riqueza. Lo exotico de las diferentes especies de orquideas hace que estas
sean altamente amenazadas por colectores. Estas personas buscan acrecentar su
coleccidon teniendo en su poder orquideas Unicas 0 especies puras (especies no
hibridos, es decir, que no se crucen con otras especies). En Guatemala, muchas de las
personas que venden orquideas en calles, consiguen las mismas extrayéndolas de los
bosques, arrancando las especies y dafiando sus raices. Con esto se tiene problemas
ecoldgicos ya que afectan la diversidad de los ecosistemas y contribuyen a la extincion

de especies nacionales.

En Guatemala hay alrededor de seis asociaciones de Orquideologia, velando
porque los coleccionistas tengan orquideas ya sea, por descendencia de orquideas de
otros coleccionistas o de laboratorios que se dediquen a la propagacion de especies.
Como parte de su promocién, la Asociacion de Orquideologia (AGO) ofrece
exposiciones a lo largo del afio en las cuales diferentes coleccionistas, miembros de la
asociacion presentan las mejores orquideas al publico. Estas son juzgadas por la junta
directiva y miembros de la AGO para premiar a las mejores orquideas en base a
parametros de calidad tanto de la flor como de la planta en general. La finalidad de este
tipo de exposiciones es concientizar a las personas de la belleza de estas flores, captar
mas miembros de la asociacién y educar a las personas sobre los cuidados de las

mismas para su conservacion.

Las orquideas también suelen utilizarse para rituales religiosos. Un ejemplo de
ello es la ofrenda de orquideas en el municipio de Jacaltenango, Huehuetenango. Para
la festividad de candelaria, las comunidades hacen colecta de Cattleyas moradas de
los bosques y se las llevan a la Virgen, adornando la Iglesia y los alrededores con estas
orquideas. Aunque esta es una tradicion, las personas de las comunidades estan
conscientes del dafio que se hace a esta especie en los bosques. Para ello buscan una
alternativa de cultivo de orquideas que les permita seguir la tradicion sin dafar el

ecosistema.
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Ante la situacion ecologica, social y econdmica, diversos laboratorios de
Biotecnologia como Biokrea (en Guatemala) se dedicaron a la propagacion de
orquideas para su venta. Otro tipo de laboratorios de investigacion como el de
Biotecnologia de la Universidad Rafael Landivar se dedican a la propagacion de
orquideas para su reintroduccién en bosques y reservas naturales. Sin embargo, el
meétodo tradicional para la propagacion in vitro hace que las tasas de produccion

mensuales se vean afectadas por la contaminacion o la falta de personal.

El tiempo de desarrollo de una orquidea es, en promedio, de 5 afios, lo cual
genera que los costos de produccién de las mismas sean mayores que otras flores.
Otra razén para el problema econémico es el hecho que las orquideas como
Phalaenopsis y Dendrobium, las caracteristicas de kioskos en centros comerciales, son
de origen asiatico por lo que estas deben ser importadas en Guatemala. En base a ello
surge la iniciativa de implementar tecnologia que permita optimizar la forma de cultivar
orquideas in vitro empleando la menor cantidad de personal. Ante esta situacion se
plantea lo siguiente. ¢Es posible disefiar un sistema de biorreactores de inmersion
temporal en paralelo, construirlo para la propagacion in vitro de la orquidea Guarianthe

aurantiaca e implementarlo a escala laboratorio?
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2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo general

Disefiar, construir e implementar un sistema de biorreactores de inmersion temporal en
paralelo para la propagacion in vitro de la orquidea Guarianthe aurantiaca a escala

laboratorio.

2.1.2 Objetivos especificos

|. Establecer el sistema de filtracion de aire para la esterilizacion de los medios
empleados en el sistema de inmersion temporal.
II.  Disefar los biorreactores donde se llevara a cabo la inmersién temporal.
[ll. Establecer la presion de alimentacién para el sistema de biorreactores de
inmersién temporal.
IV. Determinar el rendimiento del sistema de inmersién temporal a través del

desarrollo de la orquidea Guarianthe aurantiaca por biorreactor.

2.2  Hipoétesis

2.2.1 Hipotesis nula
Ho: no existe una diferencia significativa en el disefio, construccion e implementacion
de un sistema de biorreactores de inmersion temporal en paralelo para la propagacion
in vitro de la orquidea Guarianthe aurantiaca a escala laboratorio, respecto al método

tradicional de propagacion in vitro.

2.2.2 Hipotesis alternativa
Hi: con un nivel de confianza del 90% el disefio, construccion e implementacion de un
sistema de biorreactores de inmersion temporal en paralelo para la propagacién in vitro
de la orquidea Guarianthe aurantiaca a escala laboratorio, presenta mejoras respecto

al método tradicional de propagacion in vitro.
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2.3 Variables

2.3.1 Variables dependientes

Tiempo de inmersion
Frecuencia de inmersion

Flujo de alimentacion de aire

a o o p

Costo
2.3.2 Variables independientes
Propiedades fisicas de las plantulas en el experimento

b. Caracteristicas fisicas de tanques

c. Formulacién de medio liquido

2.4 Definicién de Variables

24.1 Variables dependientes

Tiempo de inmersion

Definicion conceptual: periodo de exposicion. Es el tiempo en el que los tejidos
vegetales son sumergidos en el medio liquido o en que el medio es adicionado a través

de mangueras por efecto de presion y aireacion. (Albarran et al. 2014).

Definicién operacional: es el tiempo en que el medio se adicionara a las orquideas
contenidas en los biorreactores a través de flujo de aire, ocasionando burbujeo para

mejorar el contacto superficial entre el medio y tejido vegetal.
Frecuencia de inmersion

Definicion conceptual: ocurrencia de cada inmersion durante un ciclo. Los ciclos por lo
general son de 1 dia y la frecuencia puede ser desde cada hora hasta por lo menos

tres veces por dia (Solérzano, 2016).

Definicion operacional: cantidad de veces al dia en que se repite el tiempo de inmersion

de las orquideas en los medios de cultivo dentro de los biorreactores.
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Flujo de alimentacion de aire

Definicion conceptual: es el flujo volumétrico maximo de aire declarado de una unidad
de ventilacion que puede alcanzarse, con mandos integrados o con mandos separados
suministrados conjuntamente, en condiciones ambientales estandar (20 °C) y a 101

325 Pa, habiéndose instalado la unidad completa (Mundo Compresor, 2018)

Definicion operacional: cantidad de aire necesario, saliente del compresor o
alimentador de aire, para efectuar el traslado del medio de cultivo hacia el frasco que

contiene los tejidos de orquideas.
Costo:
Definicion conceptual: valor monetario de un articulo, objeto o servicio (RAE, 2018).

Definicidn operacional: valor monetario de cada uno de los componentes del sistema

de inmersién temporal y en conjunto.

2.4.2 Variables independientes

Propiedades fisicas de las plantulas en el experimento

Definicién conceptual: se denomina plantula al tejido vegetal joven luego de brotar la
semilla (RAE, 2018). Osorio (2015), establece que las propiedades fisicas son aquellas

medibles sin que se cambie la composicion quimica o la identidad de la sustancia.

Definicién operacional: las propiedades fisicas de la planta se atribuyen la altura de la
plantula, nimero de hojas, nimero de raiz, color de raiz, color de hojas, grosor de raiz,

textura de raiz, textura de hojas, entre otros.
Caracteristicas fisicas de tanques:

Definicion conceptual: el tanque es el contenedor dentro del cual se deposita el tejido
vegetal. Las propiedades fisicas son las especificaciones de los contenedores.
(Solérzano, 2016).

Definicion operacional: estas engloban todos los factores que influyen en el disefio y

construccion del tanque, tomando en cuenta las dimensiones del contenedor,
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capacidad volumétrica, el material del mismo, caracteristicas de canasta de retencion

de plantulas, caracteristicas de la manguera donde pasara el medio liquido
Formulacion de medio liquido:

Definicion conceptual: el medio liquido es la sustancia con nutrientes, vitaminas,
hidratos de carbono y minerales que permiten el desarrollo de la planta en la
propagacion in vitro. Se utiliza liquido para prescindir de los agentes gelificantes,
reducir costos y mejorar el crecimiento y desarrollo de tejidos vegetales asi como su

capacidad de adaptacion a condiciones ambientales futuras (Albany et cols, 2015).

Definicién operacional: es la concentracion de cada uno de los reactivos y compuestos
guimicos adicionados para elaborar el medio de cultivo liguido adecuado para el

desarrollo de los tejidos de orquideas dentro de los biorreactores.

2.5 Alcances

La investigacion se centrd en el disefio, construccién e implementacién de un
sistema de biorreactores de inmersion temporal a escala de laboratorio para el
laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agricolas e Instituto de
Investigacion y Proteccion sobre el ambiente natural y sociedad (IARNA) de la

Universidad Rafael Landivar.

La evaluacién del presente estudio se centr6 en la orquidea Guarianthe
aurantiaca ya que es de las especies guatemaltecas mas abundantes y para no
bloquear ningun objetivo del proyecto principal que se basa en la conservacion de
especies de orquideas guatemaltecas. La siembra de semillas de la especie y las
pruebas de los biorreactores en paralelo fueron realizadas en el laboratorio de

Biotecnologia de la Universidad Rafael Landivar

Los resultados del desarrollo de la orquidea Guarianthe aurantiaca en este
proyecto seran utilizados para realizar pruebas con otras especies de orquideas y
posteriormente con otros tipos de plantas vegetales segun sea el enfoque de estudio

del laboratorio de Biotecnologia.
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El trabajo de investigacion se centré en la evaluacion de crecimiento de la
orquidea Guarianthe aurantiaca, estableciendo un tiempo de inmersion temporal y una
frecuencia de inmersion determinadas, sin hacer variaciones en dichas condiciones.
Esto con la finalidad de evaluar la implementacién adecuada del sistema de inmersién

temporal.

El sistema de inmersién temporal se planteé con la misma capacidad de plantas
gue en el método tradicional (numero similar de plantas en ambos métodos) para
evaluar parametros cuantitativos de niamero de hojas, nimero de raices y altura de

planta.

2.6 Limites

Entre las limitantes que se tuvieron para la elaboracion de este proyecto se tiene
el espacio a ocupar del sistema de inmersion temporal dentro de la camara de
crecimiento de orquideas en el laboratorio de Biotecnologia, URL. El disefio de
biorreactores debia contemplar el espacio donde iba a ubicarse y que no interrumpiera

con el crecimiento de otros cultivos in vitro.

Otra fue la cantidad de ensayos realizados con la especie Guarianthe aurantiaca
debe ser la menor posible para evitar su contaminacion. Esto con el fin de conservar la

mayor cantidad de especies y evitar su extincion dentro del laboratorio.

En cuanto a la obtencion de informacion la limitante fue por parte de empresas
gue se dedican a la propagacion in vitro con biorreactores, ya que por motivos politicos
no pudo realizarse visita al lugar ni obtener la informacion completa sobre el modo

actual de operar los biorreactores en Guatemala.

Se establecié unicamente un tiempo de inmersién y una frecuencia de inmersion
para el estudio en su fase de experimentaciéon debido a la duracién de dicha fase.

Estas variables se mantuvieron constantes para el sistema de inmersion temporal.

Se us6 de una formulacién de medio Murashige y Skoog (MS) sin la adicion de

reguladores de crecimiento ni otros componentes ajenos al medio (carbon activado y
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acido citrico) para la fase de experimentacion del proyecto. Esta variable se mantuvo

constante para el sistema de biorreactores de inmersion temporal.

Para el estudio de rendimientos del sistema de biorreactores de inmersion
temporal respecto al método tradicional, se tomaron en cuenta Unicamente tres
variables cuantitativas: niumero de hojas, numero de raices y altura de planta. No se
tomaron en cuenta parametros cualitativos (color, aspecto de hojas, aspecto de raices,

porcentaje de humedad en plantas, humedad relativa en el biorreactor).

2.7 Aportes

A la Universidad Rafael Landivar permitiendo la generacion de informacion de
forma dindmica como aporte para catedraticos, estudiantes e investigadores para la
posterior implementacion de metodologias donde este equipo pueda ser parte de la

investigacion, practica o proyecto a realizar.

El aporte en el ambito ecoldgico es a la disminucién de contaminacién ambiental
evitando la manipulacion excesiva de frascos, lo cual disminuye la contaminacién en

los medios de cultivo, reduciendo el riego de contaminacion a suelos y agua.

A investigadores en el campo de biotecnologia como una opcién de avance de
forma eficiente para la propagacion in vitro de orquideas en Guatemala y otros paises.
A su vez permite el desarrollo y estudio de otros tipos de tejidos vegetales.

A empresas privadas con giro del negocio referente a la propagacién in vitro de
especies de comportamiento similar al de las orquideas, siendo un equipo que compite

con los que existen en el mercado actualmente.

A estudios en instituciones para generar informacion de innovacién tecnoldgica
para enfoques de propagacion in vitro de material vegetal a niveles de produccion

similares a este estudio.
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Il METODO

3.1 Sujetos

Investigadores del laboratorio de biotecnologia con experiencia en el cultivo in
vitro de plantas: Licda. Maria Mercedes Ldopez-selva quien tiene conocimiento sobre
protocolos de desinfeccion y transferencia de orquideas in vitro en la Universidad

Rafael Landivar.

Profesionales que tienen experiencia en el conocimiento agronémico y botanico
asi como en el cultivo in vitro de especies: Ing. Estuardo Archila, quien es ingeniero
agronomo graduado de la Universidad San Carlos de Guatemala y colaborador en la
Universidad Rafael Landivar. Trabajé un tiempo en el laboratorio Biokrea, en San

Lucas.

Ingeniero Francisco Gularte y su conferencia de Biorreactores y su aplicacion
industrial y agricola llevada a cabo el dia jueves 12 de abril del 2018 en la Universidad

San Carlos de Guatemala.

3.2 Unidades de analisis

Instalaciones del laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Rafael Landivar.

IARNA (2013) Protocolo de elaboracién de medios para cultivo in vitro de orquideas y

protocolo para desinfeccion de capsulas En Manual de laboratorio de Biotecnologia.

Soloérzano, Richard (2016) Trabajo de Graduacion titulado: “Disefio y construccidon de
un sistema de biorreactores de inmersion temporal neumatica para la multiplicacion de

Ananas comosus var. roja trujillana”.

3.3 Reactivos, instrumentos y equipo utilizados

3.3.1 Reactivos
e Medio MS liquido
o 50 ml solucién Stock Macronutrientes

o 50 ml solucién Stock Calcio
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3.3.3

o 1 ml solucion Stock Micronutrientes
o 5 ml solucién Stock Hierro
o 5 ml solucion Stock Vitaminas
o 159 sacarosa
Alcohol al 70% y 95%
Hipoclorito de sodio al 5%

Agua desmineralizada

Instrumentos

Pinzas

Mechero de alcohol al 95%

Vidrios para manipulacion de explantes
Bisturi

Papel estéril

Papel milimetrado

Equipo

Tabla 2. Equipo utilizado para realizacion de procedimientos

Equipo

Imagen

Utilidad

Especificaciones

Estufa

Calentar y realizar
los medios MS
para la orquidea
Guarianthe
aurantiaca.

Modelo 8P8857100
Serial No.
C371001310651401
Voltaje 100-120V
Corriente: 13
Amperios
Frecuencia: 50/60
Hz

Fase 1
Ensamblado en
China
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Equipo

Utilidad

Especificaciones

Campana de flujo
laminar

Balanza analitica

Potenciémetro

Autoclave

THE
DiST
FAMILY

(7

(s G

HACH COMPANY
4437500

POCKET PAL DISSOLVED
S0LIDS TEST

| |E'HANNA

nstruments

Realizar las
siembras de
orquidea en
biorreactores,
agregar medio a
biorreactores y
ensamblar sistema
de inmersioén
temporal.

Forma scientific

Pesar los
componentes del
medio MS, tanto
para las soluciones
madre como para
el azlcar a utilizar.

OHAUS plus P110s
Capacidad: 110g
Confiabilidad: 0.1
Capacidad de
tarado

Precision: 0.1
Tolerancia: 0.2
Sensibilidad: 10-
30°C +2ppm/°C
Suministro energia:
100-240VAC

Medir el pH del
medio hasta que
alcance 5.6-5.8

Dist 3

Rango: O-
1999uS/cm/1uS/cm
Soln buffer:
1413uS/cm
Temperatura: O-
50°C

Bateria: 4 x 1.5V
alcalina

Duracién 200 horas

Esterilizar equipo y
medio MS

Market Forge
Sterilmatic
120 Volts
50/60 Hertz
8.75 Amperios
1050 Watts
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Equipo

Imagen

Utilidad

Especificaciones

Compresor de aire

Suministro de aire
para sistema de
inmersion temporal
de biorreactores en

Modelo: NCA-2

1 pieza

Hasta 300psi
Corriente: 10
Amperios

Fuente de poder: 12
volteos corriente
directa

Cable de 2.85m
para conectar a
electricidad
Manufacturado en
China.

Temporizador

paralelo
Monitorear y
programar el

Digital de 8 eventos
Voltech 48386

tiempo de | Frecuencia 60 Hz
inmersion y la | Corriente 15
frecuencia de | Amperios
inmersion en | Fuente de poder:
sistemas de | 125 volteos
inmersion temporal. | Hecho en China
Frascos de vidrio Biorreactor para | C1468
con tapadera medio y  para | Capacidad: 15
brotes de orquidea | onzas
Guarianthe Material: vidrio no
aurantiaca. pirex
Material tapa:
metalica
Marca Vigua
Filtros de aire Filtrar el aire | Modelo: FIL 90x1
utilizado para | Altura 1 pulgada
elevar el medio | Porosidad:
hacia  biorreactor | 0.023micrometros
con brotes de | Eficiencia: 99.99%
orquidea en el | Conexion de 5/16
sistema de | pulgadas

inmersion temporal.

Manguera

Tuberia por donde
sera suministrado
el aire hacia los
biorreactores.

Utilizada para riego
por goteo

Fuente: elaboracion propia (2018)
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3.4 Procedimiento
3.4.1 Protocolo para elaboracion de medio Murashige y Skoog (MS)

Agregar 389ml de agua a beacker
de 1L de capacidad

v

Agregar |as soluciones de Macro,

Calcio, Micro, Vitaminas y Hierro y

mezclar con agitador magnetico en
estufa

v

Agregar azucar y disolver
completamente

v

Medir pH, hasta tener rango
56-58

v

Medir pH, hasta tener rango
5.6 —5.8 con NaOH o HCI

v

Llevar 1a mezcla a ebullicion

v

Esterilizar medio en Erlenmeyer
dentro de autoclave por 20 minutos

v

Depositar 100ml de medio en
contenedor de medios

Diagrama 1. Protocolo para la elaboracion del medio Murashige y Skoog (MS)

Fuente: elaboracion propia (2018)



3.4.2 Protocolo de desinfeccion de capsula cerrada

Diagrama 2. Protocolo para desinfeccion de capsula cerrada

Fuente: elaboracion propia (2018)

Lavar capsula con agua vy jabon

v

Sumergir en un beacker con cloro al
5.25% la capsula, 12-25 minutos

v

Hacer de 2-5 lavados con agua
desmineralizada estéril.

v

Sumergir capsula en alcohol al 70%
durante 5-10 mins

v

Hacer 3-5 lavados con agua estéril y
dejar secar con papel estéril

v

Cortar a la mitad 1a capsula
horizontalmente sobre vidrio

v

Dejar caer un poco de embriones en
frascos con medio con ayuda de
bisturi.
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3.4.3 Metodologia tradicional de siembra de orquideas

Diagrama 3. Metodologia tradicional de siembra de orquideas

Fuente: elaboracion propia (2018)

Abrir frasco con plantas a transferir

v

Abrir y flamear boca de frasco con
medio nuevo

v

Tomar plantas del mismo tamafio y
sembrarlas en un mismo frasco con
pinzas

v

Quitar partes oxidadas o blancas de
las plantas y transferir

v

Flamear pinzas al terminar siembra
de frasco

v

Flamear boca de frascos y
tapaderas

v

Dejar caer un poco de embriones en
frascos con medio con ayuda de
bisturi.
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3.4.4 Metodologia para manejo de explantes

Diagrama 4. Metodologia para manejo de explantes

Fuente: elaboracion propia (2018)

Obtener capsula de Guarianthe
aurantiaca

v

Realizar protocolo de desinfeccion
de capsula cerrada

v

Sembrar capsula de Guarianthe
aurantiaca

v

Obtener brotes de orquidea hasta
5cm

v

Colocar brotes en biorreactor

v

Hacer medicion de tamafio de
brotes
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3.4.5 Metodologia para instalacion de SIT

Diagrama 5. Metodologia para
instalacion de SIT. Fuente: elaboracion
propia (2018)

Esterilizar campana de flujo laminar con solucion de Virex

!

Lavar con solucion de hipoclorito de sodio al 5% interior de
contenedores

!

Quitar solucién de hipoclorito de sodio del interior de los
contenedores

v

Lavar interior de contenedores con solucion de aicohol al
0%

v

Quitar solucion de aicohol al 70%

v

flamear interior y boca de cada contenedor y dejar secar

v

Esterilizar divisiones de contenedores en autoclave por 15
mins

!

Colocar explantes en contenedores adecuados

v

Sellar contenedor de explantes con divisiones de
contenedores esteriles

v

Colocar 150ml de medio de cultivo en contenedores
adecuados

v

Integrar contenedores de explantes y medio de cultivo

!

Ensamblar manguera para distribucion de aire

v

Ensamblar filtros de aire

v

Ensamblar compresor de aire y temporizador

v

Colocar SIT en camara de crecimiento
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3.5 Disefo y metodologia estadistica

3.5.1 Disefio experimental
Tabla 3. Disefio experimental

. L, Unidades de .
Experimento Nombre Descripcion g Tratamientos
analisis
) ., Nuamero de
. Determinacion del
Sistema de I brotes por
. crecimiento de .
. biorreactores . biorreactor
Experimento . o, brotes de orquidea 12
de inmersion . :
No. 1 Guarianthe . biorreactores
temporal en . Crecimiento de
aurantiaca en
paralelo . brotes por
biorreactores .
biorreactor

Fuente: elaboracion propia (2018)

3.5.2 Experimentos

Se trabajard tomando como experimento: la construccion e implementacion del
sistema de biorreactores de inmersion temporal en paralelo para la propagacion in vitro
de la orquidea Guarianthe aurantiaca. Para ello se tendra un tratamiento compuesto
por 12 biorreactores conectados en paralelo y las unidades de analisis a consideran
corresponden al crecimiento de brotes por biorreactor y numero de brotes por

biorreactor.

3.5.3 Tratamientos y repeticiones del experimento

En el disefio experimental de este proyecto se procederd a trabajar un sistema
de inmersion temporal con 12 biorreactores conectados en paralelo. Las condiciones
de operacion de los 12 biorreactores son exactamente iguales (lluminacion,
temperatura, flujo de aire, tiempo de inmersién, frecuencia de inmersion y cantidad de
filtros por biorreactor). Para ello el tratamiento corresponde a los 12 biorreactores y no

habra repeticiones.
La iluminacién del sistema de inmersion temporal sera de 12 horas al dia.

La temperatura de la camara de crecimiento donde se ubica el sistema de
inmersion temporal sera de 23°C. Para lo cual se tiene ya ajustado el venteo de aire

para tener la humedad ambiente necesaria.
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El lapso de evaluacién del sistema de inmersién temporal sera de 1 mes. El tiempo

de inmersién sera de 2 minutos y la frecuencia de inmersion sera de dos veces diarias.

Biorreactor B1 Lo brotes 01

Biorreactor B2 L] brotes 02

Biorreactor B3 [ brotes 03

Biorreactor B4 L brotes 04

Biorreactor BS [ brotes 05

Biorreactor B6 brotes 06

Sistema de

inmersion
temporal SIT

Biorreactor B7 brotes 07

Biorreactor B8 brotes 08

Biorreactor B9 [ brotes 09

Biorreactor B10 e brotes 010

Biorreactor B11 brotes 011

Biorreactor B12 L brotes 012

Diagrama 5. Disefio experimental
Fuente: elaboracion propia (2018)

3.5.4 Descripcion de las unidades experimentales
La experimentacion se realizé en base a la unidad experimental: Crecimiento y
desarrollo de la orquidea Guarianthe aurantiaca.

En cuanto al crecimiento se observa el tamafio de hojas y raices alcanzado
durante el tiempo de experimentacion. En cuanto al desarrollo se observa

caracteristicas fisicas de la planta: color de hojas, color de raiz y textura adecuada.
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3.5.5 Variable respuesta

Tabla 4. Variable respuesta

Experimento Variable respuesta

No. de explantes obtenidos por biorreactor del
sistema de inmersion temporal

Construccién de biorreactores y Media de tamafio de brotes obtenidos por
sistema de inmersion temporal biorreactor (de hojas a raiz)

Media de numero de hojas por brote

Media de numero de raices por brote

Fuente: elaboracién propia (2018)

3.5.6 Metodologia de anélisis

Media aritmética
Se utilizé la media aritmética para determinar el nimero de explantes obtenidos
en el sistema de inmersion temporal y el tamafio de los explantes obtenidos de la

orquidea Guarianthe aurantiaca con la férmula:

x=2X
n

Donde X representa la media aritmética, Xi los valores obtenidos y n el nimero

de datos.

Rendimiento porcentual

Se utiliz6 el rendimiento porcentual para obtener el rendimiento del sistema de
inmersion temporal a través del crecimiento de explantes obtenido por tanque con la

formula:

R= (%) (100%)

Donde R es el rendimiento obtenido, Hf es la altura final de plantas en el

experimento y Ho es la altura inicial de plantas en el experimento.

Desviacion estandar

Se utilizo la desviacién estandar para establecer la dispersion entre los datos

obtenidos respecto al numero de explantes obtenido por tanque con la formula:
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Donde s es la desviacion estandar, x son los valores obtenidos, x es la media
obtenida y n es el nimero de tratamientos (biorreactores en el sistema de inmersiéon

temporal).
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V. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para el presente trabajo de

graduacion:

Tabla 5. Sistema de filtrado de aire

Ubicacion Tipo de filtro usado | Caracteristicas | Cantidad
Salida del compresor, entrada
al suministro de aire por . ) 1
: : Porosidad:

biorreactor Filtro de membrana 0.2um
Salida de aire por biorreactor | PFTE esterilizado '
en parte superior e 1
intercambio gaseoso.
Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 6. Condiciones del biorreactor

Condiciones Valor
Tiempo de inmersion 2 minutos
Frecuencia de inmersion 2 veces al dia
Duracion de fase de experimentacion 28 dias
Temperatura ambiente 23°C
Tasa de contaminacion 8.33%

Fuente: elaboracion propia (2018)
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4.1 Sistema de biorreactores de inmersion temporal

llustracion 12. Sistema de biorreactores de inmersion temporal. Fuente: elaboracion propia (2018)
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4.2 Biorreactores

Contenedor de
explantes

Accesorios para conectar
manguera

Tapadera de
contenedores

tubo rigido

comunicador Contenedor de

medio de cultivo

llustracion 13. Disefio de Biorreactor para SIT. Fuente: elaboracion propia (2018)
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4.3  Proceso de SIT operando

llustracion 14. Etapas de proceso del sistema de biorreactores de inmersion temporal Fuente: elaboracion propia.(2018)

Tabla 7. Presién en sistema de biorreactores de inmersion temporal

Dato de Presion

Valor

Caudal de aire

89.38cm°/s + 0.638cm’/s

Velocidad de flujo

0.625cm/s + 0.012cm/s

Pérdidas totales por friccion

0.117m

Presiéon de alimentacion para SIT

0.012MPa (1.74 Ibi/pulg?)

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Tabla 8. Rendimiento obtenido de explantes de Guarianthe aurantiaca

Rendimiento Biorreactores Mgtqdo Rendimiento
tradicional
Promedio de altura de explantes 1.6cm 1.5cm 6.67%
Promedio de numero de hojas 6 5 20.0%
Promedio de numero de raices 3 2 50.0%
Promedio numero de explantes 55 54 1.85%

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 9. Andlisis estadistico para variables en los dos sistemas evaluados

Medicion | Media Media Nivel de ,
MT SIT significancia T de Student | Wilcoxon (M-W)

Alturade | 4 4q 1.58 0.1 0.0974 0.4118
plantas
Numero - | 505 | 6.48 0.1 -4.70 0.0003
de hojas
Numero 0.1
de 1.94 2.59 -4.12 <0.0001
raiz
Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 10. Andlisis de costo del sistema de inmersion temporal

Variable Valor
Tiempo de produccion de orquideas en ~

: 3 L 2 a5 anos
laboratorio con método tradicional
Costo de sistema de inmersion temporal Q740.00
Retorno de inversion con SIT 5 afos
Costo para produccion de orquideas desde
siembra hasta desarrollo de brotes para ambos QO0.14/planta
métodos (tradicional y SIT)
Costo para producciéon de orquideas despues de
salir de unidad de cultivo (SIT) Q0.38/planta
Costo para producciéon de orquideas despues de
salir de unidad de cultivo (método tradicional) Q0.71/planta
Costo estimado de energia anual Despreciable
(Q0.0004/planta)

Costo anual por cambio de filtros Q0.09/afo
Total ,de dlnero_a_horrado utilizando SIT en lugar 0157.45
de método tradicional

Fuente: elaboracion propia (2018)

61



V. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal del presente trabajo de graduacion consistio en disefar,
construir e implementar un sistema de biorreactores de inmersion temporal en paralelo

para la propagacion in vitro de la orquidea Guarianthe aurantiaca a escala laboratorio.

Se hace la referencia que el biorreactor fue implementado para estudio de
orquideas, el cual buscaba acelerar de forma significativa el periodo de desarrollo y
crecimiento de plantas, aportando a las mismas los nutrientes esenciales que podrian
encontrar en el medio natural, de forma selecta y en ambiente controlado. Este
desarrollo en sistema de inmersion temporal, pretendia ademéas, mejorar
significativamente el desarrollo de orquideas respecto al método tradicional de cultivo in

vitro con agar (medio semisélido).

Para el disefio del sistema de biorreactores de inmersion temporal se tomé como
referencia disefios existentes en el mercado y en estudios de otras investigaciones. Los

principales tipos de biorreactores encontrados fueron los de frascos gemelos y RITA.

El proyecto se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia en la Universidad
Rafael Landivar. Es necesario mencionar que factores como iluminacion y temperatura
ambiente dentro de la cémara de crecimiento, donde se llevd a cabo la
experimentacion y funcionamiento del SIT, estaban establecidos como parte de los
pardmetros del manejo del laboratorio y no fueron manipulados para la
experimentacion del proyecto. La iluminacion fue de 12 horas diarias y la temperatura
de 23°C.

Primero se tomo en cuenta la preparacion del medio de cultivo y la etapa inicial
de germinacion de la orquidea. El primer paso descrito en la metodologia consistié en
elaborar el medio de cultivo para el desarrollo de la orquidea Guarianthe aurantiaca. El
medio de cultivo seleccionado en el método tradicional fue el Murashige & Skoog, un
medio rico en micronutrientes, macronutrientes, calcio, hierro, hidratos de carbono y
vitaminas (como se observa en la tabla 1). En el método tradicional, al medio de cultivo

se le agrega agar-agar como gelificante para obtener un medio semi-solido. Sin
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embargo, en el medio de cultivo para el sistema de inmersion temporal, la caracteristica

principal consistia en que debia ser liquido, por lo que no se agreg6 el agar-agar.

Posterior a la elaboracién del medio de cultivo, se procedio a esterilizar el mismo
a través de una autoclave, la cual esteriliza a partir de vapor a presiones elevadas por
intervalos cortos de tiempo (121°C a 15 minutos). Con ello se obtiene un medio de
cultivo en condiciones asépticas para crecimiento de material vegetal y se evita que

haya proliferacion de agentes contaminantes.

Luego de preparar el medio de cultivo, se procedié a desinfectar la capsula que
contenia las semillas de la unidad experimental (como menciona el segundo esquema
de la metodologia). La céapsula, al estar cerrada, se lavd con agua y jabon
superficialmente, seguido de una sumersion en hipoclorito de sodio al 5%, lavado con
agua, sumersion en alcohol etilico al 70% y secado de capsula con papel estéril
(previamente esterilizado en autoclave). Completada la desinfeccion de la cdpsula, se
procedié a sembrar las semillas en unidades de cultivo del método tradicional (medio
semisolido). No se ingres6 directo a los biorreactores debido a que, en base al
desarrollo de orquideas propagadas in vitro, la semilla alin no tiene raices ni hojas que
ayuden a absorber los nutrientes que necesita del medio liquido. Por lo tanto, necesita
estar rodeada de los nutrientes para inducir la germinacion. Se mantuvo la semilla
dentro de las unidades de cultivo hasta que el desarrollo de germinacién era de 1 cm
de largo, donde se pudo observar desarrollo del primer cotiledon (hoja que aporta

nutrientes a la semilla para su desarrollo).

Previo a establecer el sistema de inmersion temporal, era necesario establecer
la cantidad de biorreactores a implementar. Como se mencion6 en el marco tedrico, la
propagacion in vitro a escala industrial menciond el uso de 31,250 plantas de orquidea
mensual, mientras que a escala laboratorio se manejaron de 320 a 7,600 orquideas por
especie. Debido a la especificacion del presente trabajo hacia la escala laboratorio, el
numero de plantas contenidas en el biorreactor debia ser menor a 7,600 y mayor a 320,
por lo que se establecio un promedio de 650 plantas contenidas en 12 biorreactores (54

plantas promedio contenidas en cada uno), tomando en cuenta tener la misma
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capacidad en el sistema propuesto que en el método tradicional. Esta fue la base para

el planteamiento del disefio experimental (ver tabla 3).

Otro de los parametros a establecer previo a la instalacion del sistema de
inmersion temporal fueron las variables de tiempos y frecuencias de inmersion. Para
ello se consultdé bibliografia con estudios similares aplicados a orquideas. Como
resultado, Tirado et cols (2005), establecieron que para la orquidea Phalaenopsis, los
tiempos y frecuencias de inmersion fuera de 1 minuto cada 4 horas respectivamente.
Alvarado (2000) menciona que para pruebas con el género Guarianthe, el tiempo y
frecuencia de inmersién debia ser de 2 minutos cada 6 horas respectivamente. Se
pudo observar que el tiempo y frecuencia de inmersion es especifico de cada orquidea
para condiciones controladas. Como la especie que se tomé como unidad experimental
pertenece al género de Guarianthe, se opto por utilizar estas condiciones de tiempo de
inmersion de 2 minutos durante dos veces por dia (cada 6 horas en periodo de

iluminacion), como se muestra en la tabla 6 de resultados.

El primer objetivo especifico del trabajo de graduacion consistié en establecer el
sistema de filtracion de aire para la esterilizacion de los medios empleados en el
sistema de inmersion temporal. La importancia de este objetivo radica en la efectividad
y duracion de condiciones estériles para evitar la contaminacion de los medios de

cultivo dentro de los SIT.

El sistema en general debia mantenerse estéril ya que, como se mencioné en el
marco tedrico, los medios de cultivo estan elaborados a partir de sales y compuestos
organicos que proporcionan a las plantas, los nutrientes necesarios para su desarrollo.
Debido a la riqueza de nutrientes, otros microorganismos como hongos y bacterias
pueden proliferarse. Esto afecta directamente a los organismos de estudio (plantas) ya
gue las esporas de los microorganismos cubren a la misma y, a menos que se tenga un
protocolo de desinfeccion de plantas efectivo, debera desecharse planta y medio (a

traves de la esterilizacion en autoclave).

Para prolongar las condiciones estériles en el operar del SIT se afadié al
sistema, filtros de aire con la finalidad de bloquear entrada de particulas contaminantes

al medio de cultivo. Era importante determinar qué tipo de filtro y la porosidad del
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mismo para tener un mejor resultado. De acuerdo con la literatura, el material mejor
adecuado para filtracion de aire es PTFE (politetrafluoretileno). Se trata de un polimero
impermeable, inerte y permanentemente hidrofébico, por lo que es ideal para filtracion
de mezcla aire-gas (Figura 8 del marco teorico). Este material retiene particulas
mediante la orientacion de los atomos de flior en la cadena de carbonos. Se
selecciond un filtro con 0.22 um de porosidad con base a criterios escogidos por otras
investigaciones, donde se establece que esa porosidad retiene de mejor forma las
particulas de polvo e impurezas que promuevan la contaminacion para los sistemas de
inmersion temporal. Otra caracteristica de este material es su capacidad para ser

esterilizado en autoclave. Sin embargo, la vida util del filtro escogido es de 1 afio.

Posterior a la selecciéon del material para los filtros de venteo, se establecio la
cantidad minima adecuada que debia tener el SIT. Se plante6 un disefio con dos filtros
(ver tabla 5 de resultados). El primero localizado en la salida de aire del compresor y
antes de la distribucion de aire de entrada para cada biorreactor. El segundo, ubicado a
la salida de distribucion de aire de cada biorreactor proveniente del contenedor de
explantes. Este segundo filtro quedo abierto al ambiente en uno de sus extremos para
permitir el intercambio gaseoso adecuado a los explantes sin exponerlos directamente

al ambiente, reduciendo la probabilidad de contaminacion.

Dentro de las ventajas observadas en el desarrollo de dicha fase del proyecto se
considerd la efectividad de los dos filtros en el sistema en un periodo de 28 dias. Se
determiné que dos filtros era la cantidad minima necesaria para el buen funcionamiento
del SIT, debido a que la tasa de contaminacién fue menor al 10%. En el laboratorio de
biotecnologia de la Universidad Rafael Landivar, se busca que a través de la
propagacion in vitro, las orquideas se introduzcan a los ecosistemas. Para ello
pretende que las tasas de supervivencia en cultivo in vitro por especie sea por lo
menos de 90%. Es decir, que permite que el 10% de los frascos por especie se
contaminen. Por lo tanto, se acepta una tasa de contaminacién de 8.33%. Las causas

de la contaminacion se describen posteriormente.

Por otro lado, una de las principales desventajas de tener dos filtros en el

sistema y no dos filtros por biorreactor dentro del mismo (24 filtros en el sistema),
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implica que no podia tratarse cada biorreactor por individual al momento de
manipularlo. Esta fue una de las complicaciones en la fase de experimentacion
atribuida a la manipulacion de todo el sistema luego de armarlo. Primero debia armarse
todo el sistema y luego trasladarlo en conjunto a la camara de crecimiento. Ademas, si
un biorreactor se contaminaba, afectaba todo el sistema de distribucion de aire al
momento de operar el SIT, lo cual aumentaba el riesgo de contaminar los demas
biorreactores. Este problema puede evitarse colocando un filtro a la entrada de aire de
cada biorreactor, y uno a la salida de cada uno.

Un factor importante que se tomo en cuenta aparte de la cantidad de filtros fue la
altura adecuada a la que debe colocarse el compresor de aire, evaluando cémo se
relaciona la contaminacion respecto al nivel del suelo en un cuarto cerrado. Los
meédicos, al momento de realizar cirugias establecen que las manos e instrumentos
deben estar por lo menos 1 metro respecto al suelo debido a la acumulacién del polvo
en la superficie del mismo. Este criterio se utiliz6 ya que el compresor era liviano y

menor a 80m?>.

La primera vez que se realiz6 el experimento con el SIT, no se tomo en cuenta la
altura adecuada que se menciona y se dej6é el compresor a nivel del suelo. Luego de
una semana, todo el SIT se contamind (100% de contaminacion). Se atribuyé como
una de las causas, que el compresor al transportar el aire, podria tener particulas de
polvo que fueran de tamafio menor a 0.22um y pasaran a través del filtro de venteo
ocasionando contaminacion por estar en un lugar altamente concentrado de impurezas.
Otra de las causas fue la forma de esterilizar el sistema, la cual no se realizé
adecuadamente. Luego de ajustar la altura del compresor y realizar la experimentacion
con el SIT nuevamente, se observé que no hubo contaminacién significativa en el SIT.

Por lo tanto, la modificacion se consider6 aceptable.

Luego de establecer el sistema de filtracion de aire, se llevo a cabo el segundo
objetivo especifico, el cual consistia en disefiar y construir los biorreactores donde se
llevara a cabo la inmersién temporal. Para la construccion del equipo se procedio a
plantear a) los biorreactores (ilustracion 13) y b) el conjunto de accesorios para la

aireacion del mismo, integrando el sistema de inmersion temporal (ilustraciéon 12).
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Al analizar el disefio de los SIT existentes se decidi6 adecuar un sistema
utilizando menor cantidad de recursos. Con ello se obtendria un disefio original y
distintivo. Dada la complejidad de los biorreactores evaluados al tener dos frascos
separados (uno para explantes y otro para medio de cultivo distanciados entre si), se
plante6 un sistema que integré en un elemento ambas funciones (con diferencias de
disefio de los biorreactores RITA). De esta forma se acorto la distancia para transporte

del medio de cultivo y material necesario para llevar a cabo el paso del mismo.

El biorreactor se disefid, integrando los dos contenedores, en recipientes de
boca ancha, los cuales estan conectados a través de un tubo rigido que permite el paso
del medio de cultivo a los explantes en el tiempo de inmersion. El material utilizado
para los contenedores de explantes y medio fue vidrio para favorecer la entrada de luz
en el contenedor de explantes (ubicado en la parte superior). El tubo rigido es de
material plastico y esta sostenido por medio de las tapas de cada contenedor, las

cuales estan unidas entre si y sirven como division para cada uno.

Dentro de las ventajas de disefio respecto a las de modelos en el mercado se
tiene el espacio ocupado por biorreactor. Este modelo propone aprovechar el espacio
en la superficie donde se instale, colocando mayor cantidad de biorreactores por area
gue si se tuviera un disefio con dos contenedores separados (como frascos gemelos).
Ademas se aprovecha el espacio a lo alto y teniendo mejor exposicion de explantes a
la luz. Otra ventaja de tener los contenedores de forma vertical es que el sistema solo
requeria presion para elevar el medio de cultivo, pero para descender, solo bastaba

con la gravedad.

Los biorreactores se plantearon con dos contenedores. Los contenedores
ubicados en la parte inferior sirven para colocar en ellos el medio de cultivo y tienen
una abertura en el lateral, por la parte superior, donde se ubica el conector que permite
la entrada de aire al contenedor. Los contenedores ubicados en la parte superior sirven
para retener los explantes y tienen una abertura en la parte superior central, donde se
ubica el accesorio que permite la salida de aire del contenedor y su retorno cuando la

bomba no esté operando.
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Definidos los biorreactores, se analizo el conjunto de accesorios. La tabla 2 de
especificacion de equipo muestra los diferentes accesorios involucrados. Los
accesorios para la aireacion del SIT son: la bomba de aire (compresor de aire) utilizada
para el suministro de aire a los biorreactores, la manguera de riego, que permite la
distribucion de aire hacia cada uno de los biorreactores; los conectores de riego para
distribuir el aire tanto a la entrada como a la salida sin tener fugas; los filtros de aire,
previamente mencionados y el sistema de control (temporizador) que establece el
tiempo de activacion del compresor. El temporizador es el Gnico tipo de control que se

coloco en el sistema.

Los accesorios mencionados son especiales para riego y de plastico. Cada
biorreactor estaba conectado en el sistema a través de manguera de riego por donde
fluye el aire. Cabe mencionar que debido a que muchos de los accesorios eran de
material plastico, esterilizar el equipo en la autoclave no era una opcion ya que las altas
presiones manejadas en la autoclave, producian deformaciones a las piezas. Por otra
parte, debido a que a los contenedores de vidrio se les perfor6 para la entrada del
accesorio de aire, posibles micro fisuras hacian que el material se rajara e incluso se
guebrara al meterlo a la autoclave para su esterilizacion. Por tal motivo, se sustituyo el
método de esterilizacion con autoclave, por desinfeccidén con solucion de hipoclorito de
sodio al 5% y etanol al 70%, seguido de flameo directo; para evitar la contaminacion.

El sistema se plante6 en paralelo. Es decir, el aire de alimentacion del
compresor llegaba directamente a los doce biorreactores de forma simultanea. A
diferencia de colocarlos en serie, donde el aire que expulsaba el primer biorreactor
alimentaria al segundo y asi sucesivamente hasta llegar al doceavo. Para favorecer la
homogeneidad de presidon y aire que ingresaba a cada biorreactor, se procedid a
colocar el sistema en circuito cerrado, lo cual hace que el aire sea uniforme para cada

biorreactor.

El modo de operar del sistema de biorreactores de inmersion temporal se disefio
de la siguiente forma, complementando la ilustracion 3 de la seccion de resultados. En
la etapa 1 del proceso, se muestra la posicion inicial del medio de cultivo y explantes

previo a la activacién del compresor. En la etapa 2, se observa la entrada de aire al
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contenedor de medio de cultivo cuando opera el compresor. Este genera presion
obligando al medio de cultivo a subir a través del tubo rigido y llegar al contenedor de
explantes, iniciando el proceso de inmersion de los mismos. Este proceso tuvo un
tiempo de aireacion de 2 minutos. La etapa 3 del proceso representa el momento en
gue el medio de cultivo esta por completo en el contenedor de explantes y, mientras
opera el compresor, inicia el proceso de burbujeo, aumentando asi el contacto entre
explantes y medio de cultivo, ademas de aportar agitacion al medio. La etapa 4 del
proceso indica que la bomba termina de operar y comienza el secado por gravedad. El
medio regresa a su contenedor respectivo. De esta forma, se evita la hiperhidricidad de
explantes, lo cual genera que las plantas se pudran por exceso de agua y nutrientes.
Este proceso se repitid las dos veces por dia durante los 28 dias de la fase de

experimentacion.

Todas las muestras se prepararon y ensamblaron en condiciones estériles
(dentro de campana de flujo laminar) para evitar la presencia de microorganismos no
deseados. La temperatura de operacion se mantuvo a 23°C dentro de la camara de
crecimiento. La iluminacion fue directa en tiempo de 12 horas al dia con lamparas LED.
El flujo de aire en el ambiente no se modifico dentro de la cAmara de crecimiento. El
tiempo de inmersion y la frecuencia de inmersion se fijaron igual para todos los
biorreactores. Los biorreactores se consideraron herméticos. Como resultado del
proceso de experimentacion, se obtuvo contaminacion de un biorreactor de los doce

gue operaron (8.33%).

El tercer objetivo especifico consistia en establecer la presién de alimentacion
para el sistema de biorreactores de inmersion temporal. Decidié utilizarse un compresor
de aire doméstico (para inflar llantas) ya que estos tienen la caracteristica de operar a
velocidades de flujo bajas y alcanzar presiones moderadas-altas cuando se requiera
(hasta 250psi). Ademas de ser de facil transporte y manejo. Para validar la utilizacion

del compresor de aire se comprobé la velocidad de flujo.

Para obtener la velocidad de flujo fue necesario determinar el caudal de aire que
producia el compresor. Para ello se procedi6é a ver el tiempo en que se inflaba un globo

dentro de un recipiente con dimensiones conocidas. Se realizaron 3 mediciones y a
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partir de ello se obtuvo un promedio, dando como resultado, que el caudal de aire
liberado por el compresor fue de 89.38cm®/s + 0.638cm®/s como indica la tabla 6 de la
seccion de resultados. Conocido el caudal y el &rea del compresor pudo determinarse
la velocidad de flujo que fue de 0.625cm/s + 0.012cm/s. Se considerdé velocidad de flujo
aceptable ya que permite un flujo laminar y con ello, el flujo necesario de aire para
transportar el medio de cultivo hacia el contenedor de explantes dentro del biorreactor

sin que este proceso conlleve una agitacion violenta.

Posterior a determinar la velocidad de flujo, se hizo el anélisis de cada etapa en
el sistema de inmersion temporal para determinar las pérdidas totales por friccion y con
ello la presion de alimentacion para el SIT. El sistema se analiz6 partiendo desde la
salida del aire al ambiente y finalizando con la presion del compresor a los
biorreactores. Se analizaron 5 etapas: a) de la salida de aire del contenedor de
explantes al ambiente, b) del traslado del medio de cultivo al contenedor de explantes a
la salida de aire de dicho contenedor, ¢) en el paso por el tubo rigido que conecta
ambos contenedores, d) en el vaciado del medio de cultivo en su contenedor inicial y e)
de la entrada de aire de los biorreactores al compresor. Esto se realizé con sistemas de

ecuaciones en las diferentes partes del biorreactor y el SIT en general.

Para la primera etapa, se tomo en cuenta que al final de la manguera, la cual
estaba abierta al ambiente, la presion atmosférica era igual a cero. Para establecer la
presion a la salida de los biorreactores, se tomo en consideracion el supuesto de que la
velocidad permanecia constante y que no habia diferencia de altura, por lo tanto la
ecuacion de Bernoulli para este caso quedaba simplificada de forma que la presién en
la salida del biorreactor era igual a pérdidas por friccion por el peso especifico del aire a
23°C. Para calcular las pérdidas por friccion se tomé en cuenta la tuberia y el filtro de
aire. Ello dio como resultado pérdidas por friccion de 0.055m. Obteniendo una presion a
la salida de los biorreactores de 0.638Pa. Para tener un mejor analisis se recomienda

ver simultaneo la secciéon de muestra de calculo ubicada en anexos.

En la segunda etapa analizada, en el contenedor de medio de cultivo, se tomo
en cuenta el desplazamiento del medio (diferencia de altura), también se toma en

cuenta que el medio de cultivo ejercia presion opuesta a la del aire que ingresaba al
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contenedor. Se asumié que no habia pérdidas por friccion debido a que el analisis fue
solo en el contenedor del medio de cultivo; y al igual que en la primera etapa, se
asumio velocidad constante. Por lo tanto, la ecuacion de Bernoulli establecié que la
presion al fondo del contenedor del medio de cultivo era la presion en la superficie
inicial del medio de cultivo en adicidon a la presion propia del desplazamiento del medio
restando la presion ejercida por el mismo. Debido a que no se conocian todos los

datos, esta fue la primera ecuacion para el sistema planteada.

En la tercera etapa se analiz6 la presion a través del tubo rigido conector. Para
ello se asumi6 velocidad constante, contraccidn y expansion para la salida y entrada de
los contenedores y la presién necesaria para el paso del medio de cultivo. En este caso
la Unica pérdida por friccion era la propia del tubo rigido, dando como resultado
0.002m. La altura desplazada en el tubo era de 10cm. La ecuacion de Bernoulli
aplicada para esta etapa quedd establecida en términos de presiones igual que la
etapa anterior. En esta se observd que la presion a la entrada del contenedor de
explantes equivalia a la presiébn a la entrada del tubo conector ubicada en el
contenedor de medio de cultivo, el respectivo desplazamiento y la presion que ejerce el

medio contra la presion del aire suministrado.

En la cuarta etapa se analizé la presion del contenedor de explantes a la salida
de aire de los biorreactores. En esta etapa se despreciaron las pérdidas por friccién y
se asumid velocidad constante. La ecuacion obtenida establecié que la presion en la
superficie del medio de cultivo era igual a la presion a la salida de aire de los
biorreactores, el desplazamiento respectivo de aire en el contenedor y la presion

ejercida por el medio de cultivo que va contra la del aire.

De las tres etapas anteriores, cada una planteé una ecuacién y debido a que la
cuarta etapa comprendia el dato de presién conocida en la etapa 1, se logré resolver el

sistema de ecuaciones, estableciendo la presion para las etapas 2, 3y 4.

La ultima etapa analizada era respecto a la tuberia y accesorios involucrados de
la entrada de aire a los biorreactores al compresor de aire. Se asumid velocidad
constante de acuerdo al principio de continuidad que establece que la suma de

velocidades de todas las ramificaciones es igual a la velocidad al inicio. Es decir, que la
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velocidad de avance del fluido (aire) en toda la seccion de salida es la misma. Sin

embargo, en este caso si habia diferencia de altura y pérdidas por friccion de 0.06m.

Es importante mencionar que a este punto logré establecerse las perdidas por
friccion totales del sistema equivalente a la suma de cada etapa analizada, dando como

resultado 0.117m, de acuerdo a la tabla 6 de resultados.

La ecuacion adecuada de Bernoulli establecio entonces que la presion de
alimentacion del sistema era la que se calculé a la entrada de los biorreactores, en
adicion a la diferencia de altura y las pérdidas por friccion respectivas. Con lo cual se
obtuvo la presién de la tabla 7 de la seccién de resultados: 0.012MPa (0.14 Ib¢/pulg?).
Cabe mencionar que el resultado fue comprobado ya que el compresor tiene una aguja
indicadora de la presion ejercida y siempre mostrd el nivel minimo menor a 15 psi
(medida mas pequefia del compresor) por lo que se considerd presion de alimentacién
aceptable. Ademas de observar constantemente el sistema en operacion y no observar
agitacion violenta o turbulencia significativa en el medio de cultivo al entrar en el

contenedor de explantes.

A este punto del proyecto, se demostré que el disefio del SIT operaba de forma
adecuada en base a su construccion, los accesorios colocados en el mismo y a
célculos respectivos para la presion de alimentacion para cumplir con el principio
fundamental de los SIT. Por ultimo, era importante demostrar que el SIT construido no
solo funciona de forma adecuada sino que supera al método tradicional. A través del
ultimo objetivo, que consistia en determinar el rendimiento del sistema de inmersién
temporal a través del desarrollo de Guarianthe aurantiaca por biorreactor; pudo
establecerse si el sistema era adecuado para cultivo de plantas o si no cumplia con los
requisitos necesarios y si generaba mejoras respecto al método tradicional de cultivo in

vitro.

Para ello se analiz6 variables cuantitativas como altura de explantes, nimero de
hojas, niumero de raices y nimero de explantes tanto en los biorreactores como en el
método tradicional (tabla 4, variable respuesta). Es importante mencionar que cuando

se ensamblé y armé el SIT con los explantes de orquideas, también se sembré una
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parte en método tradicional para tener testigos de comparacion pasados los 28 dias de

experimentacion.

Se observa en la tabla 8 que tanto en el método tradicional como en los
biorreactores, el nimero de explantes es similar con una diferencia de 1.85% respecto
al método tradicional. Debido a que es una diferencia menor al 5% se considera que no
hubo rendimiento significativo. A pesar de ello, cabe resaltar que a través de esta
prueba, se observd que la capacidad de explantes en los biorreactores supera a la del
meétodo tradicional. En el método tradicional, el limite de explantes sembrados se
determina segun la superficie de medio de cultivo semi solido disponible, mientras que
en biorreactores, pueden estar sobrepuestos los explantes ya que al momento de
operar el SIT, el medio de cultivo liquido entra en contacto con la superficie de los
explantes en su totalidad. Ello tiene la ventaja de tener mayor nimero de explantes en
menor cantidad de biorreactores, pero también conlleva la desventaja de que si se
contamina el biorreactor, la cantidad de explantes afectados serd mayor y la tasa de

contaminacion se incrementaria.

Al inicio del experimento se tomo explantes que cumplieran con altura de 1cm
para sembrarlos en biorreactores y en método tradicional. Pasados los 28 dias, se hizo
medicién de altura obtenida de los explantes y se obtuvo que la altura promedio en
explantes de los biorreactores fue de 1.6cm mientras que en el método tradicional fue
de 1.5cm. El resultado indica que el SIT ofrece 6.67% mas de altura que en el método
tradicional. Debido a que se tiene un rendimiento mayor al 5%, se considera aceptable
el resultado. Ademas se hace la observacion de que utilizar el SIT podria incidir en el

tiempo total de siembra in vitro de explantes ya que desarrolla altura en menor tiempo.

Asi mismo, se hizo conteo en el nUmero de hojas obtenidas en ambos métodos
dando como resultado un promedio de 6 hojas por explante en el biorreactor y 5 en el
método tradicional. Con ello se indica que hay incremento foliar de 20% mas en el
biorreactor que en el método tradicional. Esto establece que los explantes tienen un
mejor desarrollo para la fotosintesis de la planta; es decir, mejora la respiracion vy
absorcion de oxigeno debido a que hay mayor intercambio gaseoso en los

biorreactores.
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Por dltimo, se evaluo el numero de raices obtenidas en los dos métodos, lo cual
dio como resultado, promedio de 3 raices por explante en el SIT y 2 raices por explante
en el método tradicional, estableciendo un incremento radical de 50% mas en el primer
método. De esta forma se interpretdé que en el SIT, los explantes desarrollan mas
raices para retencién de nutrientes mientras no estén inmersas en el medio de cultivo,
mientras que en el método tradicional, el esfuerzo que hace la planta por retener
nutrientes en raices es minimo por lo que no necesita de mayor nimero para tener el

alimento que necesita.

Al analizar tres diferentes variables cuantitativas se observa que ambos métodos
son eficientes para el desarrollo de explantes de orquideas. Sin embargo, el SIT
presenta mejoras respecto al método tradicional. Por lo tanto, se acepta la

implementacion del mismo para crecimiento de orquideas.

Los resultados discutidos sobre el rendimiento de los dos sistemas, el de
inmersion temporal y el método tradicional muestran que hay diferencia en las tres
caracteristicas cuantitativas (altura, numero de hojas y numero de raiz). A pesar de
ello, convenia elaborar un andlisis estadistico para validar la hipétesis y determinar si
esta diferencia era significativa en el sistema de biorreactores de inmersién temporal

respecto al método tradicional.

La hipotesis establecia un nivel de confianza del 90%, lo cual implica que el 90%
de cada una de las variables: altura, el numero de hojas y el nimero de raiz,
presentaba mejoras en el sistema de inmersion temporal respecto al método tradicional
de propagacion in vitro. Es decir, que la hipotesis buscaba respaldar que el sistema de
inmersion temporal y el método tradicional no sean iguales al evaluar estas variables y
gue un método fuese mejor que otro. Esto se realizé a través de un analisis de
distribucion estadistico (T de Student y prueba de rangos con signos de Wilcoxon
(Mann-Whitney)).

Para establecer el tipo de andlisis a utilizar se debia tomar en cuenta la
independencia de los datos respecto a los métodos, la normalidad de los datos y el
pardmetro para establecer si hay diferencia significativa que corresponde datos

estadisticos obtenidos menor al 10% (0.1).
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Al tener dos sistemas diferentes, cada uno se consideré independiente del otro.
El crecimiento de la orquidea Guarianthe aurantiaca en el sistema de inmersion
temporal fue comparado con el del método tradicional, los cuales se trabajaron por
separado.

El planteamiento de la hipdtesis indicaba que hay una mejora del crecimiento
con la inmersién temporal respecto al método tradicional. Por lo tanto, la prueba
estadistica debia tomar en cuenta pruebas unilaterales en la distribucién de los datos.
Este tipo de prueba aplica para hipétesis alternativas con diferencias entre si al ejecutar
un experimento o tratamiento y establece la direccién de dicha diferencia, es decir, que
un método seria mejor que otro. No aplicaba la prueba bilateral ya que esta establece
solo que existe una diferencia entre los métodos pero no indica si es mayor o menor

entre si.

La normalidad de datos se atribuye a la forma en la que estan distribuidos los
datos. En algunas investigaciones se asume normalidad de datos ya que no son
sensibles a desviaciones de la distribuciébn normal y se cuenta con suficientes datos
(mas de 30). Sin embargo, es conveniente contrastar el criterio para saber si es vélido

0 no.

En base a que se cuentan con suficientes datos (mas de 30), se asumio
normalidad para realizar el andlisis de T de Student. Sin embargo, esta prueba es
principalmente para datos simétricos, por lo que también se aplicé el andlisis
estadistico de Wilcoxon (Mann-Whitney), a modo de comprobacion, ya que este
analisis es especifico para datos que no presentan normalidad y para comparar dos
muestras independientes. Cabe mencionar que para la realizacion del andlisis

estadistico se hizo uso de la herramienta InfoStat (ver anexos).

Para el analisis de T de Student, se procedid a ingresar los datos obtenidos de
altura, de niumero de hojas y de nimero de raiz de cada uno de los métodos a evaluar
(sistema de inmersion temporal y método tradicional). Para interpretar el resultado
mostrado en la tabla 9 , era necesario establecer que habia una diferencia significativa

si el niumero obtenido era menor a 0.1, que corresponde al 10% mencionado en la
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hipotesis. Al observar cada uno de los resultados, se observa que tanto en altura, como

numero de hojas y nimero de raices, el resultado es menor a 0.1.

En el caso de la altura, pues se observa que la diferencia es muy cercana a 0.1
y sin embargo es aceptable. En caso de niumero de hojas y numero de raiz, se puede
apreciar que el valor es negativo, esto indica que existe una diferencia significativa
puesto que es un valor menor a 0.1. Con ello se establece que existe diferencia
significativa. Es necesario recalcar que aunque estos valores (tabla 9 de resultados)
indicaran que existe diferencia significativa, no puede concluirse el analisis ya que hay
que evaluar los datos sin tomar en cuenta la normalidad ni la simetria. Para esto, era

necesario comprobar que los Datos en el analisis de Wilcoxon (Mann-Whitney).

Al efectuar el analisis de Wilcoxon (Mann-Whitney) se observa en la tabla que el
valor para la altura de explantes es mayor a 0.1 mientras que el nimero de hojas y
namero de raices dan como resultado un numero menor a 0.1. Con base a estos
resultados se establece que el sistema de biorreactores de inmersion temporal
presenta mejoras respecto al nimero de hojas y raices obtenido respecto al método
tradicional. Sin embargo el analisis establece que la altura de orquidea en el método

tradicional es mejor que en el sistema de inmersién temporal.

Analizando estos resultados, se observo que al estar las plantas en el sistema
de inmersién temporal, la ausencia prolongada de medio de cultivo estimulaba a la
planta a mejorar y aumentar la cantidad de raices y hojas para retener por mayor
tiempo los nutrientes para su desarrollo. Sin embargo, en el método tradicional, las
plantas estan constantemente en contacto con los nutrientes, lo cual estimula su altura,
respecto al sistema de inmersion temporal. El sistema de inmersiébn temporal
evidentemente tenia mejoras respecto al método tradicional en por lo menos una de las
variables cuantitativas de las tres mencionadas; por lo tanto se da por finalizado el

andlisis estadistico.

A partir de los datos obtenidos en los dos analisis estadisticos se comprobo que
el disefio, construccion e implementacién del sistema de biorreactores de inmersion

temporal presentd mejoras respecto al método tradicional para la propagacion in vitro
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de la orquidea Guarianthe aurantiaca. Por consiguiente se rechazé la hipétesis nula y

se concluye que hay evidencia estadistica para aceptar las mejoras.

Un analisis complementario a tomar en cuenta que no forma parte de los
objetivo pero se considerd importante es el analisis econdmico (tabla 10 de resultados).
Es necesario establecer si el sistema planteado conviene econémicamente o si la

efectividad del mismo tiene la desventaja de ser mas costoso que el método tradicional.

Al implementar el SIT, un elemento que deja de ser indispensable es el agar-
agar. Este elemento es de los mas costosos en el método tradicional. Para ello se
partié del supuesto que el agar-agar utilizado para la elaboracion de medios de cultivo
en el método tradicional es de Q1080/500gramos. Por cada litro de medio de cultivo
utilizado se agregan hasta 7gramos y cada litro rinde para 10 unidades de cultivo en
método tradicional, donde son sembrados hasta 55 explantes de acuerdo con el

promedio mencionado previamente.

No se tomé en cuenta que el desarrollo de orquidea en el SIT sea mas rapido
que en el método tradicional ya que el estudio solo cubrié una etapa del crecimiento y
no se evalud hasta que la planta estuviera lista para aclimatacion en el invernadero. A
pesar de ello, asumiendo el mismo tiempo de crecimiento in vitro para ambos métodos,
el ahorro que tiene el SIT respecto al método tradicional es de QO0.33/planta. Este
ahorro no se ve afectado por costos como el de la energia eléctrica implementada.
Unicamente le afecta el costo de cambio de filtros de aire.

En ambos casos, el costo de produccién de orquideas desde la etapa de
germinacién de semilla hasta la altura éptima para ingreso en el SIT es el mismo
(Q0.14/planta). Para este estudio, la implementacién del SIT es a partir de que la

orquidea ha tenido su desarrollo embrionario y comienza su etapa de crecimiento.

El total de dinero ahorrado utilizando el SIT en lugar del método tradicional para
los doce biorreactores con capacidad de 55 plantas cada uno fue de Q157.45.
Teniendo una inversién del SIT de Q740.00, se determiné que el retorno de inversion
fue de 5 afos. Este tiempo se considera aceptable ya que el tiempo de produccién de

orquideas con el método tradicional alcanza ese valor.
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Asi quedd determinado que el sistema de inmersion temporal no solo ofrece
mejores resultados en los explantes trabajados sino también en el impacto econémico

gue se traduce a reduccion de costos y optimizacion de recursos.
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VI. CONCLUSIONES

Se establecié un disefio de SIT con dos filtros de venteo de PFTE de 0.2um de
porosidad para la esterilizacion de los medios empleados en el sistema de

inmersion temporal con un porcentaje de 8.3% de contaminacion.

Se concluyé que el disefio de biorreactores consiste en un elemento con dos
contenedores (uno para explantes y otro para medio de cultivo) integrados para
realizar la inmersién y conectados en paralelo con uniformidad de presiéon. Los
biorreactores estan conectados mediante accesorios para venteo del sistema: la
manguera de riego, los conectores de riego y los filtros de aire, usando un

compresor de aire como suministro y temporizador como sistema de control.

Se establecié que la presion de alimentacion al sistema de inmersion temporal era
de 0.012MPa con pérdidas totales por friccibn de 0.117m correspondientes a los

accesorios conectados a los biorreactores.

Se determind que el sistema de inmersion temporal de biorreactores desarrolla
explantes con 20% en incremento foliar, 50% en incremento radical y 6.67% en
desarrollo de altura respecto al método tradicional para explantes de la orquidea

Guarianthe aurantiaca.
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VI.

VII.

VIII.

VIl.  RECOMENDACIONES

Implementar dos filtros por biorreactor, en lugar de dos por sistema, para favorecer
la manipulacion individual de los biorreactores del sistema de inmersion temporal y

prevenir la contaminacion colectiva del sistema por causa de un biorreactor.

Realizar el experimento tiempo mayor a un mes (hasta un afio) con la finalidad de
observar desarrollo de explantes de los diferentes métodos (SIT y tradicional) en el

periodo de aclimatacién para la orquidea Guarianthe aurantiaca.

Desarrollar el estudio y la implementacion del sistema de inmersion temporal de
biorreactores con otras especies de orquideas en diferentes etapas del crecimiento

in vitro, principalmente en la Gltima etapa del proceso previo a la aclimatacion.

Implementar el sistema de inmersion temporal de biorreactores con otras plantas,
principalmente del sector agricola, ademas de las ornamentales, variando tiempos y

frecuencias de inmersion.

Evaluar el efecto de los biorreactores en el desarrollo de la planta en el periodo de

crecimiento in vitro.

Construir el sistema de inmersién temporal de biorreactores en paralelo a escalas
planta piloto e industrial, con sus respectivos analisis econémicos y rendimientos de

desarrollo de plantas.

Variar el estudio de inmersion temporal variando las condiciones de estudio de
frecuencia de inmersion con especies de orquidea estudiada y con otras especies

de plantas en los biorreactores.

Realizar el estudio de inmersién temporal segun las condiciones de estudio de
tiempo de inmersion temporal con especies de orquidea estudiada y con otras

especies de plantas en los biorreactores.
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8.1 Glosario
Fenotipo: caracteristica observable de un organismo. Es la expresion de los genes de
un organismo.

Genotipo: conjunto de genes caracteristicos de una especie, recibidos por los

progenitores y contenidos en el ADN.
Macropropagacion: cualquier forma de multiplicacién asexual o vegetativa de plantas.

Micropropagacion: conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos usados para

propagar plantas asexualmente de manera rapida, eficiente y en grandes cantidades.

Polinizadores: agentes encargados de relacionar plantas para su supervivencia y

reproduccion.

Proceso biogeoquimico: vinculacion de la composicion de elementos quimicos y

biologicos de la tierra y su interaccion con la vida.
RITA: sistema de inmersion temporal automéatico

Segmento nodal: reproduccion por partes de tallo o raiz de planta madre para obtener

planta independiente idéntica.

SIT: sistema de inmersion temporal
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8.2 Diagrama de equipo

Huminacidn

Temporizador

SIT

manguera Compresor

Soporte de SIT

llustracion 15. Diagrama de equipo de SIT en cdmara de crecimiento. Fuente: elaboracion propia (2018)

llustracion 16. Sistema de Inmersion Temporal en cdmara de crecimiento. Fuente: elaboracion propia (2018)
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8.3 Datos originales

Tabla 11. Datos originales del Sistema de Inmersion Temporal

Datos del SIT

Valor

Altura del contenedor

10cm £ 0.005cm

Diametro del contenedor

8cm + 0.005cm

Diametro de orificio al accesorio de aire

0.6cm + 0.005cm

Altura tubo interno rigido

10cm £ 0.005cm

Altura de fondo a orificio de accesorio aire

7cm + 0.005cm

Didmetro de manguera externo

0.5cm £ 0.005cm

Didmetro de manguera interno

0.4cm £ 0.005cm

Volumen de medio de cultivo

150ml

Volumen total de contenedor

502.65cm?>

Desplazamiento de medio de cultivo

10cm £ 0.005cm

Altura de medio en contenedor

3cm + 0.005cm

NUmero de biorreactores 12 unidades
Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 12. Datos originales para el aire y medio

Dato Aire a 23°C Medio a 23°C
Peso especifico 11.693 N/m° 9780 N/m°
Densidad 1.192 kg/m® 997 kg/m®

Viscosidad dinamica

1.83x10” Pa(s)

8.91x10™ Pa(s)

Viscosidad cinematica

1.54x10° m?/s

8.94x10" m?/s

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 13. Datos originales adicionales

Dato Valor
Gravedad 9.81m/s”
Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 14. Datos originales de tiempo para medicion de caudal
Corrida Tiempo

1 0.19s +0.236s

2 0.39s +0.236s

3 0.23s +0.236s

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 15. Datos adicionales del compresor de aire

Dato

Valor

Area de compresor

0.0143m?+ 0.00012m?

Volumen alcanzado de recipiente

0.0019m?® + 6.65x10° m®

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Tabla 16. Datos originales de crecimiento y desarrollo de explantes

Caracteristica Biorreactores Me_tqdo
tradicional
Promedio de altura de explantes 1.6cm £ 0.005cm 1.5cm £ 0.005cm
Promedio de numero de hojas 6 5
Promedio de numero de raices 3 2
Promedio numero de explantes 55 54

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 17. Costos segun método tradicional

Costo

Valor

Costo para produccion de orquideas desde

siembra hasta desarrollo de brotes para ambos

métodos (tradicional y SIT)

QO0.14/planta

Costo para producciéon de orquideas después de

salir de unidad de cultivo (método tradicional)

QO0.71/planta

Costo de agar-agar para medio de cultivo en
método tradicional (5009)

Q1080.00

Fuente: elaboracion propia (2018)

89




8.4 Datos calculados

Tabla 18. Calculo de caudal y velocidad de flujo promedio

Corrida Caudal (m?/s) Velocidad flujo (m/s)
1 9.76x10°+8.43x10™" 0.0064 + 4.9x10™
2 8.98x107+6.88x10™" 0.0063 + 2.6x10™
3 8.58x107+6.13x10™" 0.0060 * 5.0x10™
Promedio 9.11x10°+7.15x10™’ 0.0063 + 8.2x10™

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 19. Datos calculados referentes a la presion de alimentacion

Datos compresor Valor
Presién de alimentacion del compresor 0.012MPa (1.74 Ib/pulg?)
Pérdidas totales por friccion 0.117m

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 20. Rendimiento de SIT calculado

Rendimiento

Rendimiento

Promedio de altura de explantes 6.67%
Promedio de nimero de hojas 20.0%
Promedio de numero de raices 50.0%
Promedio numero de explantes 1.85%
Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 21. Costos calculados y retorno de inversion para SIT

Variable Valor
Tiempo de produccion de orquideas en laboratorio ~

X . 2 a5 anos

con método tradicional
Costo de sistema de inmersion temporal Q740.00
Retorno de inversion con SIT 5 afos

Costo para produccion de orquideas después de

salir de unidad de cultivo (Sl

L))

Q0.38/planta

Costo estimado de energia anual

Despreciable
(Q0.0004/planta)

Costo anual por cambio de filtros

Q0.09/aio

Total de dinero ahorrado utilizando SIT en lugar de

método tradicional

Q157.45

Fuente: elaboracion propia (2018)
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8.5 Descripcion de ecuaciones utilizadas
Ecuacion 1: Caudal:

Q: caudal (m*/s)
V: volumen (m?)
t: tiempo (S)

1<

Ecuacion 2: Promedio de caudal
Qi: caudal (m?/s)
n: nUmero de datos

Xz Qi

Q|
Il

Ecuacion 3: Velocidad de flujo

Ve: velocidad de flujo (m/s)
Q: caudal (m%/s)
A: area (m")

| Q-

Ve =
Ecuacion 4: Ecuacion de Bernoulli

P: presion (Pa)

Y: peso especifico (N/m°)

z: altura (m)

v: velocidad de flujo (m/s)
g: gravedad (m/s?)

h.: pérdidas por friccion (m)

Ecuacién 5: Pérdidas por friccion para tuberia (manguera)

f: factor de friccion

L: longitud de tuberia (m)

D: didmetro interno de tuberia (m)
v: velocidad (m/s)

g: gravedad (m/s?)

e
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Ecuacion 6: Numero de Reynolds

Re: nimero de Reynolds
p: densidad (kg/m®)
v: velocidad (m/s)
D: didmetro interno de tuberia (m)
w: viscosidad dinamica (N/m°)
pvD

U

Re

Ecuacion 7: Factor de friccidbn segun numero de Reynolds

f: factor de fricciéon

Re: numero de Reynolds
_ 64
f= Re

Ecuacion 8: Pérdida por friccion para expansion y contraccion subita

K: coeficiente de resistencia de entrada/salida
v: velocidad (m/s)
g: gravedad (m/s?)
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8.6 Muestra de calculo

Paso 1. Calculo de caudal

Dado el tiempo y volumen de llenado de aire en el recipiente utilizado, se procedio a

determinar el caudal para cada una de las corridas. Ejemplo para la corrida 1:

.V 0.0019m3 3
= —-— = -5 m
Q= Toaes = 9-76x10 /s

Donde Q es el caudal, V el volumen y t el tiempo por corrida. Obtenido el caudal para

cada una de las corridas se calcul6 el promedio:

_ ¥io0; 9.76x107° +8.99x107° 4 8.58x107°
Q= Zl_,f G _ 3 = 9.11x1075 ™"/

Paso 2. Calculo de velocidad de flujo

Con el caudal y el area se procedié a calcular la velocidad de flujo para cada corrida.

Ejemplo para la corrida 1:

3
0 9.76x1075

. _x_ S —
Ve—A 001432 0.0068 m/s

Donde Ve es la velocidad de flujo, Q el caudal y A el area del compresor. También se

saco el promedio de las tres corridas como en el calculo del caudal.
Paso 3. Calculo de presion a la salida de aire de los biorreactores al ambiente

Tomando en consideracion pérdidas por friccion, la ecuacion de Bernoulli queda de la

siguiente forma:

P v? P. V3
— 4z et hy =Ltz
14 29 14 29

Tomando en cuenta que la presion de la manguera que queda en contacto con el

ambiente tiene presion de 0, no existe diferencia de altura entre este punto y la salida
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de aire de biorreactores, y que la velocidad de flujo es la misma ya que no hay cambio

significativo en el didmetro de la manguera se establece que:

P,
h =2
Ty

Donde H_ es la pérdida por friccidbn de accesorios y debe calcularse, P es la presion
gue hay a la salida de los biorreactores. Se conoce y que es el peso especifico del aire
a 23°C.

Paso 3.1 Calculo de H;:

Para las pérdidas por friccion se tomd en cuenta la manguera correspondiente a la

seccién analizada (280cm) y el filtro (expansion y contraccion subita):

Para la manguera utilizada:

H = (F) (L) v?
Donde f es el factor de friccién para plasticos, L es la longitud de la manguera, D es el
diametro interno de la manguera, v es la velocidad de flujo y g la gravedad:

Paso 3.1.1 Caélculo de factor de friccion

Para calcular el factor de friccibn es necesario obtener el nimero adimensional de
Reynolds con la ecuacién, donde p es la densidad del aire a 23°C, v es la velocidad de
flujo, D es el diametro interno de la manguera y u es la viscosidad dinamica del aire a
23°C:

kg m
oD (1.192 W) (0.00637) (0.004m)

= 1.63
U 1.85x1075Pa(s)

Como Re < 2000, se considera flujo laminar, por lo tanto el factor de friccion se obtiene

de la siguiente manera:
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64 64

=—=——=139.19
f Re 1.63 3
Por lo tanto,
mZ
2.80m \ [ 0-0063% =
H, = (39.19)( ) — 0.055m
0.004m 2 (9.81 mz)
S
Para el filtro:

Tanto para expansion subita como para contraccion subita, la ecuacion a utilizar es:
H 2K v’
L — Zg

Donde K es el coeficiente de entrada/salida. De acuerdo con la figura 10.13 del libro de
Mecéanica de Fluidos de Robert Mott (pagina 293), cuando la tuberia se proyecta hacia
adentro el coeficiente de resistencia de entrada y salida se considera K=1.0, por lo

tanto:

m2
0.0063%

H,=(2)(1) —Trsl = 3.98x107° ~ despreciable
2(9.8153)

La pérdida por friccion de este primer trayecto da como resultado 0.055m por lo que la
presion a la salida de los biorreactores es:

N
P, = (h)(y) = (0.055m) (11.693F) — 0.638Pa

Paso 4. Calculo de presion de la salida de aire en los biorreactores

Para establecer la presién dentro de los biorreactores se plante6é un sistema de
ecuaciones. La primera, cuando el medio de cultivo sale del contenedor respectivo. El
segundo cuando el medio de cultivo pasa a través del tubo rigido. El tercero cuando el

medio de cultivo entra completamente al contenedor donde esta el explante. Se inicia
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con la ecuacion de Bernoulli, y tomando en cuenta que existe presion de aire y de agua

en el biorreactor segun la fase en la que se analiza.
Paso 4.1 Planteamiento de calculo de presion para primera parte de biorreactores

Partiendo de la ecuacion de Bernoulli, mencionada en el paso 3, con la variante de que
la velocidad de flujo se mantiene igual y agregando la variable de la presién del medio,

se obtiene la féormula:
Pmedio PbZ

=—*Zp
Ymedio Y

Ppy
7+Zb1 + hL -

Donde la presion del medio estd dada por densidad, gravedad y altura. Se asume

propiedades del agua a 23°C por lo que se tiene:

kg m
Predgio = pPgh = (997.4ﬁ) (9.815—2) (0.03m) = 293.53Pa
No existe pérdida por friccidn y la diferencia de altura corresponde a 3cm, que es la
altura que se desplaza el medio de cultivo en el contenedor. Aln no se conoce el valor

de las presiones por lo que se deja indicada la ecuacion como:
Py, = 0.03y + P,; — 293.53Pa
Paso 4.2 Planteamiento de célculo de presion para segunda parte de biorreactores

En esta etapa del biorreactor (dentro del tubo rigido), se toma en cuenta que las
velocidades de flujo son iguales, y que la diferencia de altura corresponde a 10cm que
es la altura del tubo rigido:

P Prea
ﬂ"'hL_ medio

P,
=22 40.10y
)4 Ymedio
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Paso 4.2.1 Calculo de pérdidas por friccion

Con pérdidas por friccion establecidas por el tubo rigido y la expansién y reduccion

sUbita de cada extremo:

2 2
0.1m y [ 0-00632 % 0.0063% 25
h, = (39.19) ( ) + Q)| —= | = 0.002m
0.004m/\ 2(9.8153) 2(98153)

Ademas la presion del medio queda establecida como:

kg m
Proaio = pgh = (997.4 ﬁ) (9.815—2) (0.1m) = 978.44Pa

Por lo tanto, la ecuacién del paso 4.2 pasa a escribirse como:

P P P
22 4 0.002m = -2 + 0.10m — —2edo
Y Ymedio

sz = Pb3 + 0098)/ — 978.44Pa

Integrando la ecuacion que quedd en el paso 4.1 con la anterior, se obtiene:

P; + 0.098y — 978.44Pa = 0.03y + P; — 293.53Pa
Paso 4.3 Planteamiento de célculo de presion para tercera parte de biorreactores

Esta etapa comprende el desplazamiento del medio de cultivo al contenedor de

explantes de modo que el aire se desplaza la altura completa del contenedor (10cm):

P v Predgio P v3
b3 b3 medio — _2_|_Z2 +_;

Zg Ymedio Y 2

La presion del medio queda igual que para el caso 4.1: 293.53Pa

Con velocidad de flujo igual para ambos lados de la igualdad, y sin pérdidas por friccion

al igual que en el paso 4.1, la ecuacion queda de la siguiente forma:
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P P Poai
ﬁ+zb3=72+zz_ medio

Ymedio

P,z = P, + 0.10y — 293.53Pa
Paso 4.4 Resolucion de sistema de ecuaciones

Con las ecuaciones planteadas en los pasos anteriores se procede a resolver el

sistema, con base a que la presion P, es 0.638Pa:

Py; = 0.638Pa + (0.10)(11.693) — 293.53Pa
Py = —291.72Pa
El signo negativo indica que va hacia arriba, buscando la salida del biorreactor
Py, = Py3 + 0.098y — 978.44Pa
Py, = —291.72Pa + (0.098)(11.693) — 978.44Pa
Py, = —1269.01Pa

Este punto es la presion necesaria en el tubo rigido que conecta a ambos

contenedores.
Py, = 0.03y + P,; — 293.53Pa
1269.01Pa = (0.03)(11.693) + P,; + 293.53Pa
Py, = 975.83Pa

Este punto es la presion necesaria para desplazar el medio de cultivo de su
contenedor. Cabe mencionar que es de un biorreactor, por lo tanto, se debe multiplicar
por 12

Py, = (12)(975.83Pa) = 11,701.55Pa
Esta es la presion de los doce biorreactores.

Paso 5. Calculo de presion de la entrada de los biorreactores y la salida del compresor.
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Esta etapa comprende el paso de aire que sale del compresor y llega a los doce
biorreactores. Para ello se asume que las velocidades en los puntos evaluados son las
mismas, no se toma en cuenta la presion del medio. También se calcula la perdida por

friccion de conectores. Por lo tanto:
Py, P
7+Zb1+hL =7a+Za

Paso 5.1 Calculo pérdidas por friccion

Para el célculo de pérdidas por friccion en tuberia se tiene longitud de 310cm:

= 0.06m

2
3 1m ) 0.0063% 55

H, = (39.19)(
0.004m 2 (9.81 Sﬂz)

Para el filtro, al igual que en el paso 3.1.1, para expansion subita y la contraccion

H;, = 2K v

Donde K es el coeficiente de entrada/salida. De acuerdo con la figura 10.13 del libro de

sUbita, la ecuacion a utilizar es:

Mecéanica de Fluidos de Robert Mott (pagina 293), cuando la tuberia se proyecta hacia
adentro el coeficiente de resistencia de entrada y salida se considera K=1.0, por lo

tanto:

m2
0.0063%

H,=(2)(1) —Trsl = 3.98x107° ~ despreciable
2(9.8153)

La pérdida por friccion de este primer trayecto da como resultado 0.06m por lo que la

presion a la salida de los biorreactores es:

P P
£+Zb1+hL=_a+Za
Y Y

P P
2L 4 0.06m=-240.1m
Y Y
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Paso 5.2 Calculo presion de alimentacion del compresor de aire
Conociendo la presién P y el peso especifico, se despeja para Py:

P, = 11701.55Pa + (—0.06m + 0.1m)(11.693)

Ib
P, = 11,701.08Pa = 0.012MPa = 1.74 f/pulgz

Esta es la presion que debe tener el compresor para hacer funcionar el sistema

adecuadamente.
Paso 6. Calculo de costo de siembra de semilla

Se toma en cuenta que cada gramo de agar-agar tiene valor de Q2.'°, que para cada
planta se utilizan 0.012gramos de agar-agar y que el costo del medio de cultivo sin

agar-agar es de 2 centavos por planta.

Qs = (Q agar )(Cgramo) + Qmedio

gramo planta planta

_ (2.16Q) (0.0129) 0.02Q  0.048Q
S\ g planta) = planta  planta

Paso 7. Calculo de costo de brotes previo a ingreso a SIT

Q= (@) ()

Donde n es el nimero de transferencias (t) realizadas para obtener al tamafio

adecuado los brotes, tomando en cuenta la siembra (s):
n=s+t

n=1+2=3

o (0.048Q) 5 _ 0140

planta ~ planta

Paso 8. Calculo de costo orquideas método tradicional

Qur = (@:)() + Qp
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~ (0.048Q)(12) , 0140 _ 0710

ME ™ \planta planta  planta

Paso 9. Calculo de costo orquideas con SIT

Qsir = <Q medio> (n) + Qp

planta
0.020Q 0.14Q 0.38Q
= 12 =
Qsir (planta) (12) + planta planta
Paso 10. Calculo de ahorro
A = Qur — Qsir

A = 00.71 — Q0.38 = 0.33

Paso 11. Célculo de costo de energia eléctrica

4min\ (365dia\ ( 1horay (1.20Q
c =(0.0121<W)( dia)( afio )(60min)(KWh)=53x10_4£zdespreciable
E (55plantas)(12biorreactores) ' afio

Paso 12. Célculo de costo de filtros PFTE

($8) (%15) _0.09Q

- (55plantas)(12biorreactores)  planta afio

F

Paso 13. Andlisis de retorno de inversion

Tabla 22. Andlisis de Retorno de Inversion

Mes Inversién Costo Ahorro
2 Q740.00
15 Q0.09 Q0.33

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Paso 14. Calculo de retorno de inversion
Utilidad = Beneficio — Costo
Q0.33 — Q0.09 = Q0.24
Utilidad por plantas obtenidas
(Q0.24)(55plantas)(12biorreactores) = Q157.45

Inversion respecto a utilidad por plantas obtenidas

740.00

m = 4.69 =~ 5 anos

8.7  Anaélisis estadistico
Todo el analisis estadistico se hizo a través del programa InfoStat, donde se evaluaron

las mediciones de los sistemas y el resultado se muestra a continuacion:

Pruebas estadisticas para altura de plantas en los dos métodos evaluados

Tabla 23. Prueba T para altura de plantas.

Prueba T para muestras Independientes

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media
(1) -Media(2) LI(95) LS(95) pHomVar T p-valor prueba

Tratamiento Altura {mt} {sit} 108 220 1.46 1.58

-0.12 sd 0.03 0.4760 -1.30 0.0974 UnilatlIzg

Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 24. Prueba Wilcoxon para altura de plantas.

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes

Clasific Variable Grupc 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) DE(l) DE

(2) W p(2 colas)
Tratamiento Altura mt sit 108 220 1.4¢ 1.58 0.75
0.80 17105.00 0.4118

Fuente: elaboracion propia (2018)

Pruebas estadisticas para numero de hojas de plantas en los dos métodos evaluados

Tabla 25. Prueba T para hojas de plantas.

Prueba T para muestras Independientes

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media
(1) -Media(2) LI(95) LS(95) pHomVar T p-valor prueba

Tratamiento Altura {mt} {sit} 108 192 5.06 .48

-1.41 sd -0.92 <0.0001 -4.70 <0.0001 UnilatIzg

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Tabla 26. Prueba Wilcoxon para hojas de plantas.

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes

Clasific Variable Grupc 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) DE(l) DE
(2) W p(2 colas)

Tratamiento Altura mt sit 108 192 5.06 6.48 2.03
3.17 13689.50 0.0003

Fuente: elaboracion propia (2018)

Pruebas estadisticas para numero de raices de plantas en los dos métodos evaluados

Tabla 27. Prueba T para raices de plantas.

Prueba T para muestras Independientes

a

Clasific Variable Grupeo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media

(1) -Media(2) LI(95) 1LS(95) pHomVar T p-valor prueba
Tratamiento Raices {mt} {sit} 108 220 1.94 2.59
-0.¢64 sd -0.38 0.0446 -4.12 <0.0001 UnilatIzg

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 28. Prueba Wilcoxon para raices de plantas.

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) DE(l) DE

(2) W p(2 colas)
Tratamiento Raices mt sit 108 220 1.94 2.59 1.24
1.48 14340.50 <0.0001

Fuente: elaboracion propia (2018)

103



8.8 Iméagenes complementarias

e

llustracion 18. Diferencia visual entre unidad de cultivo de método tradicional (izquierdo)
Respecto al biorreactor disefiado (derecho). Fuente: elaboracion propia (2018)
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8.9 Tablas de seguridad de reactivos utilizados
Tabla 29. Propiedades fisico-quimicas de compuestos quimicos
Punto
Formula Masa Densidad de etzjlfl?g%n
Compuesto . Molar Apariencia (g/ml) a fusion o Solubilidad
Quimica o o (°C)
(g/mol) 20°C (°C)
latm
latm
Agua H.O 18 Liquido 1.00 0 100 Etanol
transparente e
inodoro
Acido clorhidrico HCI 36.4 Liquido incoloro 1.05 -74 53 (en sol | Agua,
(10%) (en sol ac) alcoholes,
ac) éter,
benceno.
Nitrato de NHsNO3 80.04 Cristal s6lido 1.72 170 210 Agua
amonio blanco
Nitrato de KNO3 101.10 | Saliénica color 2.11 333 400 Agua
potasio blanco
Sulfato de MgSO4*7H,0 246.3 Solido inodoro NA NA NA Agua
magnesio blanco
heptahidratado
Fosfato &cido de KH2PO4 174.18 Solido blanco NA 340 NA Agua
potasio inodoro
Cloruro de CaCl;*2H,0 147.02 Solido blanco 0.835 1755 NA Agua
calcio inodoro
dihidratado
Acido borico H3BOs 61.83 Solido blanco 1.43 171 300 Agua
inodoro
Sulfato de MnSo04*4H,0 151 Sdlido rosado 2.11 27 NA Agua
manganeso inodoro
tetrahidratado
Sulfato de zinc ZnS0O4*7TH,0 287.6 Solido blanco 3.54 100 NA Agua
heptahidratado inodoro
Yoduro de Kl 166 Solido blanco 3.1 680 1330 Agua
potasio inodoro
Molibdato de NaMoQO4*2H,0 205.9 Solido blanco 3.78 687 NA Agua
sodio inodoro
dihidratado
Sulfato de cobre CuSO04*5H,0 249.7 Solido azul 2.28 110 NA Agua
pentahidratado inodoro
Cloruro de CoCl,*6H,0 237.9 Solido parpura 1.92 87 1920 Agua
cobalto
hexahidratado
Triplex IlI Na;EDTA*2H,0 372.24 Solido blanco 1.02 NA NA Agua

inodoro
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Sulfato de hierro FeSO4*7H,0 278.05 Solido verde- 1.89 64 300 Agua
heptahidratado azul inodoro
Myo-inositol CsH12NOs 180.16 Sélido blanco 1.75 227 NA Agua
inodoro
Glicina C,HsNO- 75.07 Solido blanco 1.67 233 NA Agua
inodoro
Acido nicotinico CesHsNO, 123.11 Solido blanco 1.47 237 NA Agua
inodoro
Piridoxina CsH12CINO3 205.64 Solido blanco NA 204 NA Agua
inodoro
Tiamina C12H17CIN4OS.HCI | 337.27 Solido blanco NA 248 NA Agua
Sacarosa C12H2,011 342.3 Solido dulce 0.95 170 NA Agua
blanco
Alcohol CH;3CH,0H 46.07 Liquido incoloro 0.789 -114 78.37 Soluble agua
Viscoso y solventes
polares.
Hipoclorito de NaClO 74.45 Liquido 1.21 NA NA Agua
sodio amarilento
Fuente: MISDS (2018)
Tabla 30. Toxicologia de compuestos quimicos
Compuesto Dosis letal Toxicidad Antidoto Desecho
Agua destilada | N/A Ingestion: NA Ingestion: NA Depositar en
Inhalacién: irritacion leve Inhalacion: trasladar al aire contenedores
Piel: NA Piel: NA especiales
Ojos: NA Ojos: NA
Acido clorhidrico 2.6mg/kg Ingestion: quemaduras Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
Piel: quemaduras Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Ojos: Irritacion en la cérnea Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
lavadero.
Nitrato de 2217mg/kg | Ingestion: mareo, vomito, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
amonio diarrea Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
Inhalacién: tos, dolor garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: picazén Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: Irritacion y dolor lavadero.
Nitrato de 3750mg/kg Ingestion: NA Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
potasio Inhalacion: irritacion Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
Piel: picazén Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Ojos: lagrimeo y enrojecimiento | Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
lavadero.
Sulfato de NA Ingestion: vémito y diarrea Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
magnesio Inhalacion: irritacion Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
heptahidratado Piel: picazén Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Ojos: irritacion Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
lavadero.
Fosfato acido de | NA Ingestion: vémito, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
potasio gastroenteritis, diarrea Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
Inhalacién: irritacion Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: picazén, ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, picazén lavadero.
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Cloruro de 1000mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
calcio Inhalacion: irritacion, tos Inhalacién: trasladar al aire fresco | en agua a
dihidratado Piel: irritacion Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Ojos: irritacion, quemadura Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
lavadero.
Acido borico 2660mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Sulfato de 2150mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
magnesio Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
tetrahidratado garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Sulfato de zinc 2150mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
heptahidratado Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacién: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, enrojecimiento lavadero.
Yoduro de 1862mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
potasio fiebre Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
Inhalacién: irritacion, tos Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién lavadero.
Molibdato de 250mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
sodio Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
dihidratado garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Sulfato de cobre | 300mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
pentahidratado Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacién: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Cloruro de 766mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
cobalto Inhalacion: irritacién, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
hexahidratado garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, enrojecimiento lavadero.
Triplex I NA Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, enrojecimiento lavadero.
Sulfato de hierro | 500mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
heptahidratado Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor QOjos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Myo-inositol 1000mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, enrojecimiento lavadero.
Glicina 2600mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, enrojecimiento lavadero.
Acido nicotinico | 300mg/kg Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Piridoxina 4000mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco en agua a

garganta
Piel: irritacion y ardor

Piel: lavar con abundante agua
Qjos: Lavar con abundante agua

concentracion 1:1
Descartar en el
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Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Tiamina 8226mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
Inhalacién: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacion, enrojecimiento lavadero.
Sacarosa 29700 Ingestion: vomito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
mg/kg Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacion: trasladar al aire fresco | en agua a
garganta Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
Piel: irritacion y ardor Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
Ojos: irritacién, enrojecimiento lavadero.
Alcohol 8 g/kg en Inhalacién: Irritacién Edemas y Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
adultos y bronconeumonia. Inhalacién: trasladar al aire fresco en agua a
3g/kg en Piel: Quemaduras Piel: lavar con abundante agua concentracion 1:1
.EN g Ojos: Quemaduras y ceguera. Ojos: Lavar con abundante agua Descartar en el
ninos Ingestién: Quemaduras lavadero.
Hipoclorito de 5000mg/kg Ingestion: vémito, nausea, Ingestion: beber abundante agua Llevar a pH 7, diluir
sodio Inhalacion: irritacion, dolor Inhalacién: trasladar al aire fresco | en agua a

garganta
Piel: irritacion y ardor
Ojos: irritacion, enrojecimiento

Piel: lavar con abundante agua
Ojos: Lavar con abundante agua

concentracién 1:1
Descartar en el
lavadero.

Fuente: MISDS (2018)
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