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RESUMEN

A lo largo del tiempo se han desarrollado una amplia variedad de sistemas
semiautomatizados que garantizan una inmersion constante, una transferencia optima
de oxigeno, cambios frecuentes del medio de cultivo, reduccion del riesgo de
contaminacion y minimizacion de los costos de produccion. Estos sistemas, conocidos
como sistemas de inmersion temporal (SIT), surgieron como una solucién a los
problemas de los métodos convencionales de cultivo in vitro. Sin embargo, aunque los
SIT desarrollados hasta la fecha han resuelto varios de estos problemas, cada uno
presenta desventajas que hacen necesario el desarrollo de un SIT mejorado para obtener

plantas de mayor calidad.

El presente trabajo muestra el disefio y construccion de un sistema de
biorreactores de inmersion temporal (SIT) para la propagacion de plantas in vitro. Esta
propuesta implementa la separacion de las lineas de biorreactores mediante médulos
independientes, cada uno se integra por un microcontrolador que manipulara tanto el
fotoperiodo como el tiempo de inmersion de las plantas en el medio de cultivo. El control
se realiza mediante un sistema alojado en la Orange Pi, esta permite, mediante
comunicacion inaldmbrica ejecutar acciones manuales y programadas en cada uno de

los médulos mediante peticiones HTTP, dentro de una red local.

Entre los resultados obtenidos esta el aumento de la fiabilidad junto con la
posibilidad de escalar este sistema a tantos modulos como la capacidad instalada y
conexioén hidraulica soporte. Lo cual permitird controlar mas lineas de biorreactores con
diferentes e independientes configuraciones, para mejorar la produccién de plantas in

vitro.

Palabras clave: Biorreactor, automatizacion, sistemas de inmersion temporal (SIT),

peticiones HTTP, escalabilidad, in vitro
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ABSTRACT

Over time, a wide variety of semi-automated systems have been developed that
guarantee constant immersion, optimal oxygen transfer, frequent changes of the culture
medium, reduced risk of contamination and minimized production costs. These systems,
known as temporary immersion systems (TIS), emerged as a solution to the problems of
conventional in vitro culture methods. However, although the TIS developed to date have
solved several of these problems, each presents disadvantages that make it necessary

to develop an improved TIS to obtain higher quality plants.

This work shows the design and construction of a temporary immersion bioreactor
system (TIS) for in vitro plant propagation. This proposal implements the separation of
the bioreactor lines by means of independent modules, each integrated by a
microcontroller that will manipulate both the photoperiod and the immersion time of the
plants in the culture medium. Control is carried out by a system hosted on the Orange Pi,
which allows, through wireless communication, the execution of manual and programmed

actions in each of the modules using HTTP requests, within a local network.

Among the results obtained is the increase in reliability together with the possibility
of scaling this system to as many modules as the installed capacity and hydraulic support
connection. This will allow controlling more bioreactor lines with different and independent

configurations, to improve the production of in vitro plants.

Keywords: Bioreactor, automation, temporary immersion systems (TIS), HTTP requests,

scalability, in vitro.
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I. INTRODUCCION

Actualmente las industrias, tanto manufactureras como de procesos, realizan grandes
esfuerzos en la optimizacion de los procesos productivos. Algunas se centran en el
aspecto de la calidad, mientras que otras en el aspecto de los costos. Ambos factores
son condicionantes fundamentales en estas industrias y, en este sentido, la

automatizacion industrial contribuye decisivamente (Ponsa et al., 2008).

La biotecnologia y el cultivo de plantas in vitro son areas fundamentales para la
investigacion cientifica y la agricultura moderna. En este contexto, los biorreactores de
inmersion temporal juegan un papel crucial, ya que permiten controlar de manera
eficiente el crecimiento de las plantas bajo condiciones controladas. Sin embargo, a
pesar de su importancia, los sistemas de control de biorreactores actuales presentan
importantes limitaciones, como la falta de precision en la regulacion de los tiempos de
inmersion y sistemas de aireacion ineficientes, lo que puede generar variaciones en la

calidad y la eficiencia del proceso de produccion.

El objetivo de este proyecto es desarrollar un sistema automatizado para el control
preciso de los biorreactores de inmersion temporal, lo que permitira mejorar la calidad y
eficiencia de la produccién de plantas in vitro. Este sistema se basara en una aplicacion
gue se ejecutard en un equipo de cémputo Orange Pi como plataforma central, junto con
modulos relés y microcontroladores ESP32-S3, conectados mediante una red local, para
el control del sistema de valvulas que gestionan la inmersion del medio de cultivo y
dispositivos luminicos para el control del fotoperiodo. De esta forma, se buscara optimizar

los recursos, reducir los costos operativos y aumentar la confiabilidad del proceso.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Biorreactor

Un biorreactor, puede considerarse como un espacio delimitado en el que, en presencia
y con la intervencion de un biocatalizador, ocurre una transformacion de materia.
Normalmente ocurre un intercambio activo de materia y calor con el entorno. (Chmiel et
al., 2018)

2.2 Sistemas de Inmersion

Son sistemas que permiten el contacto entre un ente biolégico y un medio liquido,
asi como también, la renovacion completa de la atmosfera del cultivo mediante el uso de

presién, la cual impulsa el liquido hacia el material vegetal. (Herve & M, 2002)

2.3 Categorias de Sistemas de Inmersion

Los sistemas de inmersion temporal para propagacion de plantas se dividen en 4
categorias segun su funcionamiento:
e Magquinas de inclinacion y oscilacion
e Inmersion completa del material vegetal y renovacion del medio de cultivo
e Inmersion parcial y un mecanismo de renovacion del medio nutritivo liquido
e Inmersion completa mediante transferencia neumatica del medio liquido y sin

renovacion del medio nutritivo (Herve & M, 2002)

2.4 Sistemas de inmersién parcial y un mecanismo de renovacion del medio

liquido

En este sistema el explante vegetal primeramente se coloca sobre un soporte de
cultivo (tal como un sustrato o agar agar), para despueés aplicar el medio de cultivo con
la frecuencia establecida hasta ser retirado mediante una accion de drenado,
considerando que la vida atil del medio de cultivo puede verse afectado por los
componentes del sistema de transferencia de este, aunque la base vegetal sea

sumergida parcialmente (Herve & M, 2002)



2.5 Esterilizacion

Se define esterilizacion como el proceso que elimina de manera efectiva agentes
tales como hongos, bacterias y virus de elementos tales como superficies, equipos o
alimentos. Esta se mide mediante el nivel de garantia de esterilidad SAL (Sterility
Assurance Level) (Vishal Gupta & Shukshith, 2016)

2.6 Autoclave

El autoclave es una camara de presion utilizada para realizar esterilizacion
mediante la aplicacién de temperaturas y presiones altas, este se aplica en diferentes

industrias, tales como la quimica y la médica (Vishal Gupta & Shukshith, 2016)

2.7 Fotosintesis

Proceso fisicoquimico mediante el cual las plantas y otros organismos
fotosintéticos utilizan la energia solar para sintetizar compuestos organicos. El proceso
a grandes rasgos conlleva la liberacion de oxigeno como resultado del consumo de
diéxido de carbono para lograr asi la sintesis de sus compuestos organicos (Pérez-Urria
Carril, 2009)

2.8 Fotoperiodo

Periodo temporal durante el cual se expone a las plantas a una fuente luz como
parte fundamental para el proceso de fotosintesis, este se puede manipular controlando
la irradiacién y la duracibn cominmente medido en ciclos y relacionado al periodo de luz

solar durante el dia (Jiménez-Ruiz et al., 2023).

2.9 In Vitro

Dentro del contexto de las plantas, es un método de cultivo dentro de un frasco
de vidrio dentro de un ambiente artificial. Dicho método se caracteriza de dos conceptos
fundamentales:

e Asepsia (ausencia de gérmenes)

e Control de factores que afectan al crecimiento.



Este método ha permitido un estudio acelerado de plantas a diferentes niveles, asi como
también permitir la reproducibilidad de experimentos (Castillo, 2004)

2.10 Micropropagacion

Es un método de propagacion realizado en condiciones de laboratorio y que puede
servir para la etapa de plantacion, el cual tiene un impacto de mejora en las plantas, entre
otras areas. Se puede aplicar utilizando medios sexuales y asexuales, comunmente
utilizado para mejorar el material bioldgico, en cuestiones de homogeneidad y salubridad
(Kumar et al., 2019)

2.11 Establecimiento del cultivo

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener
explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos
explantes es recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donadora
de yemas, durante un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas semanas o0 varios
meses en un invernadero bajo condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la
planta en condiciones sanitarias Optimas y con un control de la nutricion y riego
adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades. El explante se
siembra en un medio de cultivo semisélido para que ocurra la desdiferenciacion y

diferenciacion de brotes (Castillo, 2004)

El explante mas usado para estos procesos son las yemas vegetativas de las
plantas que son el extremo joven de un vastago y, por lo tanto, llevan hojas inmaduras.
Los frascos que contienen las plantas se ubican en estanterias con luz artificial dentro
de una camara de crecimiento y se fija una temperatura entre los 21°C y 23°C. (Castillo,
2004)

El corte del explante se realiza en una camara de flujo laminar para evitar
contaminacioén, ya que todos los materiales estan perfectamente esterilizados y una
minima particula de aire contaminado puede infectar todo el material vegetal. Por otra
parte, para la seleccion del explante se debe antes seleccionar la planta madre que es
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aquella a partir de la cual se va a obtener la materia vegetal para producir clones que
seran idénticos a la original (Castillo, 2004)

2.12 Medio de cultivo liquido

La utilizacidén de este sistema da como resultado mayores tasas de crecimiento
gue en medios semisolidos, debido a la mayor superficie de contacto del explante con el
medio y menores gradientes de difusién entre el medio y el explante, facilita la absorcién
de nutrientes (George, 1993). Sin embargo, la inmersion continua de los tejidos provoca
sintomas de estrés por oxidacion y vitrificacion (Damiano, Gentile, La Starza, Fratalleri &
Monticelli, 2003).

2.13 Tarjeta de desarrollo

Circuito electronico que contiene un microcontrolador o dispositivo logico y
elementos como puertos, conectores y reguladores que permiten acceder a las interfaces
de alto nivel sin necesidad de tanta configuracion, pero a la vez también brindan acceso

a los componentes de bajo nivel (Palma & Osorio, 2018)

2.14 Orange PI

Placa de desarrollo equipada con el procesador de 8 nucleos Rockchip RK3588S
(4 nacleos A76 + 4 nucleos A55), con una frecuencia de hasta 2.4 GHz y un disefio de
proceso de 8 nm. Integra una GPU ARM Mali-G610, un médulo de aceleracion de
imagenes 3D/2D y una NPU con capacidad de calculo de 6 Tops. Ofrece opciones de
memoria de 4GB, 8GB o0 16GB (LPDDR4/4X) y soporte para salida de video 8K. Sus
interfaces incluyen HDMI, GPIO, M.2 PCle 2.0, USB 2.0 y 3.0, puerto LAN Gigabit, entre
otros. Es compatible con sistemas operativos como Orange Pi OS, Android 12 y Debian
11, y se utiliza en aplicaciones de inteligencia artificial, computacién en la nube,

seguridad inteligente, hogares inteligentes y mas (Orange Pi, n.d.)



2.15 ESP32

Chip combinado que cuenta principalmente con Wifi y Bluetooth de 2.4 GHz,
disefiado con la tecnologia de bajo consumo de 40 nm de TSMC. Esta disefiado para
lograr el mejor rendimiento en cuanto a energia y RF, mostrando robustez, versatilidad y
fiabilidad en una amplia variedad de aplicaciones y escenarios de potencia.
(ESPRESSIF, n.d.)

2.16 Rele

Término general con el que se refiere a todos los dispositivos que utilizan una
pequefia sefial eléctrica para activar una carga mas grande de alta corriente. Este
término va mas alla de las aplicaciones automotrices, abarcando una amplia gama de

aplicaciones eléctricas (Littelfuse, n.d.)

2.17 Electrovalvula (Mando indirecto)

Esta provista de una electrovalvula de mando directo que bajo tension alimenta
un operador neumatico. Se trata de un distribuidor neumatico accionado por una sefial
eléctrica. De las cuales se encuentran dos variantes:

e Servoasistidas (o autoalimentadas): el operador se alimenta del aire de la
conexion de alimentacion principal 1 del distribuidor
e Alimentadas externamente: conceptualmente iguales a las servoasistidas, pero

con la alimentacién externa del operador (PNEUMAX, n.d.)

2.18 Bloque Manifold

El bloque colector es una idea que se ha utilizado durante algun tiempo en la
ingenieria aerondutica y submarina para accionar valvulas solenoides y servovalvulas.
Es un producto que consiste en un bloque rectangular que actia como distribuidor de
presion, facilitando el flujo de fluidos e interconectando las salidas internas, permitiendo
un eficiente funcionamiento del sistema (Christian Ferreira Mattos, 2019)

Este bloque se utiliza generalmente para sustituir una gran cantidad de valvulas,

tubos, mangueras y conexiones en el montaje de una unidad hidraulica, por lo que resulta



eficaz para ahorrar espacio y reducir los costes de instalacion. Ademas, este producto
ofrece otros beneficios como un mejor aprovechamiento del sistema hidraulico ya que la
instalacion es sumamente sencilla y el mantenimiento y sustitucién de valvulas se puede

realizar de forma rapida (Christian Ferreira Mattos, 2019)

2.19 Redes informaticas

Permite la conexidén de varios ordenadores o computadores entre si, mediante
hardware y software, permitiendo que exista un receptor y emisor (Oviedo Bayas et al.,
2018)

2.20 Protocolo HTTP

El protocolo de transferencia de hipertexto (HTTP, Hypertext Transfer Protocol) es
el protocolo base de la web, permite las aplicaciones cliente-servidor que permitan la
utilizacion de hipertextos, este protocolo permite transmitir la informacion con la eficiencia

necesaria para efectuar saltos de hipertexto (Stallings, 2004)

2.21 TCP/IP

Arquitectura de protocolos resultado de la investigacion originada de la red
experimental de conmutacion de paquetes ARPANET. Inicialmente con fines militares.
Consisten en una extensa coleccion de protocolos que se han especificado como
estandares de Internet por parte de IAB (Internet Architecture Board). Resuelve el
problema de la comunicacién en cinco capas relativamente independientes entre si

e Capa fisica.

e (Capa de acceso a la red.

e Capa internet.

e Capa extremo-a-extremo o de transporte.

e Capa de aplicacién (Stallings, 2004)



2.22 Red de area local

También conocida como LAN es una red de comunicaciones que interconecta
varios dispositivos y proporciona un medio para el intercambio de informacién entre ellos,
cuenta con las siguientes caracteristicas:

e La cobertura es pequefia,
e Suele ser de propiedad de la organizacion la cual conecta los dispositivos a la red
e Usualmente las velocidades de transferencia suelen ser mayores a las de otras
redes
Ellas pueden utilizar diferentes tipos de canales tales como:
e Cableado

e Comunicacion inalambrica (Stallings, 2004)



IIl. ANTECEDENTES

3.1 La micropropagacion de plantas

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) consiste en una serie de técnicas que permiten el
cultivo y manipulacién, bajo condiciones artificiales y controladas de células, tejidos y
organos vegetales (Molphe-Balch et al., 1999). Una de las mas importantes aplicaciones
del CTV es la micropropagacion, pues mediante las técnicas que se desarrollan dentro
de la micropropagacion han permitido establecer protocolos de regeneracién a gran
escala de plantas con un alto valor comercial. La micropropagacion o propagacion clonal
in vitro cobra cada dia mayor importancia cuando es utilizada en cultivos de interés
econdmico, pues permite obtener una descendencia uniforme, con plantas
genéticamente idénticas (clones) a partir de un solo fragmento (explante) proveniente de
la planta madre (Figura 3.1). Esta técnica posee un gran potencial comercial debido a la
velocidad de propagacion, la alta calidad de plantas obtenidas y la posibilidad de producir

plantas libres de patdégenos (Steward et al., 1970; Ammirato, 1985).

+ [¥] ; x 6 Figura 3.1. Esquema de la
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| - a 5 © cultivo.
‘:'( | ¥ £—E" . 22200, a) Seleccion de la planta madre, b)
v k _' » —_—— Seleccion del explante, c)
- : Y ; ;_ t = O Establecimiento in  vitro, d)
‘B g — 12 Multiplicacién ~ del  tejido,  e)
: © T Elongacién y enraizamiento, f)

Adaptacion al medio externo

(aclimatacion)

Sin embargo, la micropropagacion tiene la desventaja de ser una técnica

relativamente costosa, debido a que requiere mucha mano de obra y agentes gelificantes



qgue representan hasta el 60% de los costos de produccién; para abaratar costos una
opcion es el uso de medio de cultivo liquido (Perugorria, 2013). Durante el cultivo en
medio liquido suelen presentarse problemas como la hiperhidricidad y la falta de oxigeno
los cuales pueden ser solucionados utilizando sistemas de inmersion temporal (Etienne
y Berthouly, 2002).

El establecimiento de la micropropagacion comercial como industria tiene sus
comienzos en las décadas de los 70 y 80, y se han logrado significativos avances desde
entonces en el cultivo de plantas y células in vitro (Jones y Sluis, 1991). El uso de la
tecnologia in vitro para la propagacién de plantas ha tenido un gran desarrollo en la
industria de la horticultura y la forestacion. En el sector forestal, la micropropagacion
significa una alternativa comercial de gran importancia en comparacion con la
propagacion tradicional gracias a la rdpida ganancia genética que ofrece en los
programas de mejoramiento. Los altos costos en que incurre esta técnica pueden ser
una de las mayores limitantes (FAO/IAEA, 2004).

Esta técnica es extremadamente demandante en cuanto al uso de mano de obra,
atribuyéndose a la manipulacion de las plantas aproximadamente el 46% de los costos
del proceso. Lo anterior hace necesaria la reduccion de los costos de produccion para la
generalizacion de esta tecnologia y en respuesta a esta demanda es imprescindible la
automatizacion del proceso productivo para la optimizacion del uso de los recursos
(George, 1993). La eficiencia del proceso de micropropagacion desde el punto de vista
comercial depende de una rapida y prolongada fase de proliferacion con grandes escalas

de produccién.

3.2 Uso de biorreactores automatizados durante la micropropagacion

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) se sustentan en el uso de biorreactores
automatizados que permiten el escalamiento para propagacion masiva de especies
vegetales en medio liquido. El mecanismo de estos sistemas consiste basicamente en la
exposiciéon intermitente del medio de cultivo liquido con los explantes bajo un tiempo y

frecuencia de inmersion determinada, y controlada por PLC (por sus siglas en inglés:
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Programmable Logic Controller) que regulan un periodo de tiempo establecido. El uso
de biorreactores bajo el esquema de los sistemas de inmersion temporal genera un
contexto bioquimico, que describe el empleo de recipientes autbnomos con un ambiente
aséptico, estos permiten a los explantes aprovechar la maxima absorcion de nutrientes
mediante el suministro de medio liquido y ayudan a mantener un ambiente favorable a
través del flujo continuo de aire. Fueron disefiados para el cultivo intensivo y ofrecen la
oportunidad de controlar micro condiciones ambientales tales como: agitacion, aireacion,

temperatura, niveles de oxigeno, pH, etc. (Mehrotra et al., 2007).

El cultivo en medio liquido utilizando sistemas de inmersion temporal con
diferentes frecuencias de inmersion fue reportado para mejorar la calidad de las plantas
y elevar las tasas de multiplicacion de banano, café y hule (Alvard et al., 1993; Teisson
y Alvard, 1995; Etienne et al., 1997). Los biorreactores estan siendo utilizados en
laboratorios comerciales en los EE.UU., Japén, Taiwan, Corea, Cuba, Costa Rica,
Holanda, Espafia, Bélgica y Francia para la micropropagacion de plantas ornamentales,

bulbosas, pifia, papa, y algunos arboles forestales (Ziv, 2000).

Figura 3.2. Los biorreactores en la micropropagacion.

A) Micropropagacion de agave (Agavespp.) en BioMINT® B) propagacion de cafia de azucar
(Saccharum spp.) en BIT®, y C) Recipiente de Inmersiéon Temporal Automatizado (RITA®).

La principal ventaja de los SIT como se muestran en la Figura 3.2 es incorporar un mayor
grado de automatizacion en los procesos de multiplicacién (proliferacion), elongacion y
enraizamiento del cultivo in vitro. En algunas especies tropicales como platano y pifa,
los SIT han demostrado ser altamente eficientes, ya que han permitido reducir de 30 a
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40% el uso de mano de obra, reactivos, agentes gelificantes, manipulacion de 6
explantes y el tiempo de produccion de plantas, dependiendo de la especie. Ademas,
estos sistemas han permitido aumentar la tasa de multiplicacion, el porcentaje de
enraizamiento, asi como la supervivencia de plantas en la etapa de aclimatacion en
porcentajes que pueden variar de un 40 hasta un 50%, dependiendo del tipo de cultivo y
de la producciéon de plantas por m? instalado de laboratorio. Todo ello ha permitido una
disminucién de los costos de produccion de hasta un 50%, en comparacién con el

sistema de micropropagacion convencional (Paredes, 2005).

El SIT en biorreactores constituye una herramienta tecnolégica interesante,
principalmente para el sector agroindustrial, ya que su implementacion permitiria mejorar
la eficiencia del proceso de propagacion in vitro de distintas especies, con los siguientes

méritos respecto a la técnica convencional (FIA, 2009):

Aumento importante en la tasa de multiplicacion.

e Mejoramiento en el porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de las
plantas en la etapa de aclimatacion.

e Aumento en los niveles de mecanizacion de algunas etapas de la
micropropagacion.

e Reduccion en el uso de la mano de obra.

e Reduccién en los costos de reactivos e insumos por planta final. Menor
costo por planta.

e Aumento en la rentabilidad del proceso.

La economia de escala que se produce por efecto en la utilizacion de estos
sistemas es importante, ya que, al producir un mayor nimero de plantas en un tiempo

determinado, los costos por unidad se reducen significativamente (FIA, 2009).

El desarrollo de biorreactores mas sofisticados y mejor adaptados a cada una de
las necesidades micro ambientales en que se desarrollan las especies cultivadas ha
permitido hacer mas eficiente el empleo de los sistemas de inmersion temporal, es por

ello por lo que peridédicamente se patentan nuevos prototipos, cuya finalidad es innovar
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y mejorar las condiciones de cultivo para mejorar la produccion y calidad de plantas
micropropagadas (Bello-Bello, 2013).

El empleo combinado de medios de cultivo en estado liquido y sistemas de cultivo
semi automatizados (biorreactores) han demostrado ser eficientes en la propagacion in
vitro de muchas especies de plantas (Escalona, 2006; Mehrotra et al., 2007; Cabrera et
al., 2009).

Los biorreactores ofrecen la solucion a un sin fin de problemas relacionados con
la regeneracion de plantas in vitro. Estos sistemas permiten una adecuada aireacion
dentro del recipiente de cultivo, uso del medio liquido, asi como una mayor disponibilidad

de nutrientes y reguladores de crecimiento (Bello-Bello et al., 2010).

3.3 Disefio sistema neumatico

El auge que ha tomado la automatizacion de los procesos industriales ubica en un nivel
de importancia todo el potencial que ofrece el aire como elemento de trabajo. En la
actualidad es posible disponer de una gran variedad de componentes neumaticos que
estan practicamente involucrados en todo proceso industrial de produccion y, ofrecen
estandares de seguridad, confiabilidad y operatividad que se ajustan a las exigencias de
las diferentes normas vigentes en el sector (Poveda, 2007).

La neumadtica es la tecnologia que emplea el aire comprimido como modo de
transmision de la energia necesaria para mover y hacer funcionar mecanismos. El aire
es un material elastico y por tanto al aplicarle una fuerza se comprime, mantiene esta
compresién y devolvera la energia acumulada cuando se le permita expandirse, segun
la ley de los gases ideales (Millan, 1995).

Los sistemas neumaticos se complementan con los eléctricos y electrénicos, lo
gue les permite obtener un alto grado de sofisticacion y flexibilidad. Utilizan valvulas de
solenoide, sefales e interruptores eléctricos de final de carrera. El PLC les permite
programar la logica de funcionamiento de un cilindro o de un conjunto de cilindros

realizando una tarea especifica (Creus, 2011).
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Figura 3.3. Esquema de un sistema
neumatico basico.

PRODUCCION 1. Compresor, 2. Motor
eléctrico, 3. Presostato, 4. Valvula
antirretorno, 5. Deposito, 6. Mandmetro,
7. Purga automética, 8. Valvula de
seguridad, 9. Secador de aire
refrigerado, 10. Filtro de linea.
Utilizacion UTILIZACION 1. Purga de aire, 2. Purga

automatica, 3. Unidad de
acondicionamiento de aire, 4. Valvula
direccional, 5. Actuador, 6.

Controladores de velocidad.

En la actualidad, en la industria encontramos una gran cantidad de aplicaciones
debido a la simplicidad de su aplicacion y a sus bajos costos de instalacion. Se podria
decir que todo tipo de industria tiene una instalacion de aire comprimido (Poveda, 2007),
por ejemplo, para la inmersion temporal se han establecido recipientes especiales y
también se han creado sistemas con elementos convencionales de un laboratorio en
cualquier caso el desplazamiento del medio liquido se realiza con el uso de aire
comprimido (Mulet, 1999). El funcionamiento del sistema de inmersion temporal (SIT)
automatizado consiste en colocar los explantes sobre un disco dentro del biorreactor,
posteriormente una sobrepresion de aire estéril sube el medio de cultivo a la parte alta
donde se encuentran los explantes. El aire inyectado permite la oxigenacién del medio
pues el aire de la parte alta se renueva totalmente. Posteriormente la bomba de aire se

apaga y el medio de cultivo vuelve a bajar por gravedad a la parte inferior (CIRAD, 2001).

La aplicacion a escala comercial de las técnicas de micropropagacion se ha visto
limitada por factores tales como las bajas tasas de multiplicacion, calidad de los
explantes y altos costos ocasionados por el uso intensivo de mano de obra en las etapas

de multiplicacion y enraizamiento (Castro et al, 2002).
La mecanizacién y automatizacion de los procesos de micropropagacion pueden
aportar una solucion para superar la limitacion que significa la intensiva labor de las

técnicas convencionales de propagacion de plantas (Levin et al., 1988).
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Por lo anterior, la automatizacién de una o mas etapas de los procesos de
micropropagacion es una opcién para la reduccion de costo de manipulacién, reduccion

del espacio e incremento de volimenes de produccion (Aharoni, 2002).

3.4 Controlador logico programable (PLC)

Los sistemas de inmersién temporal (SIT) se sustentan en el uso de biorreactores
automatizados que permiten el escalamiento para propagacidon masiva de especies
vegetales en medio liquido. El mecanismo de estos sistemas consiste basicamente en la
exposicion intermitente del medio de cultivo liquido con los explantes bajo un tiempo y
frecuencia de inmersién determinada y controlada por PLCs que regulan un periodo de
tiempo establecido (Ziv, 2000).

Un PLC es un sistema de control basado en un microprocesador y los elementos
necesarios para que este microprocesador opere de forma conveniente, pues el PLC es
un elemento de control de procesos de propésito general amoldable a practicamente
todas las situaciones en las que se requiera una automatizacién siendo una maquina
disefiada para controlar en tiempo real y en entornos industriales procesos de naturaleza

combinacional y secuencial (Domingo et. al, 2003).

El principio de funcionamiento en los sistemas de inmersion intermitente se basa
en la posibilidad de absorciéon de nutrientes y otras sustancias por las plantas in vitro,
durante periodos alternados de inmersion en el medio de cultivo liquido y posterior
permanencia en el recipiente sin el medio de cultivo, este proceso de nutricion alternativa
suministra los elementos necesarios al material vegetal e incrementa notablemente la
oxigenacion del medio interno, lo cual influye positivamente en el crecimiento vy
multiplicacion de las plantas. La frecuencia y duracion de los periodos de inmersion
pueden ir desde 4 periodos de inmersion por 15 min diariamente, hasta 1 periodo de
inmersion de 1 min generalmente (Mulet, 1999).

Para controlar este proceso es necesario el uso de un sistema que controle las

variables fundamentales del proceso. La eficiencia de un proceso independientemente
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de su naturaleza depende del control de sus variables fundamentales, las cuales se
definen como condiciones que estan sujetas a cambios, ya sea en los materiales del
proceso o en los equipos y por esto el mantenimiento del control de este en su totalidad

es parte muy importante del disefio.

Para disefiar las estructuras de instrumentacion y control automético del sistema
se deben considerar las siguientes variables:

1. Tiempo de repeticion.

2. Tiempo de permanencia.

3. Tiempo de ejecucion.

Es por ello por lo que se hace uso de PLC dentro de algunos Sistemas de
Inmersién Temporal, ya que es un dispositivo que opera digitalmente, utiliza una memoria
para el almacenamiento interno de instrucciones con el fin de implementar funciones
especificas tales como: logica, registro, control de tiempos, operacidon de manera
secuencial y ciclica, es decir, una vez finalizado el recorrido completo de un programa

comienza a ejecutar su primera instruccion (Hernandez et al., 2011).

3.5 Contaminantes durante micropropagacion de plantas

Una de las condiciones béasicas que se requieren para la micropropagacion es la asepsia,
es decir la ausencia en el sistema de cualquier organismo contaminante que pudiera
afectar los resultados o incluso matar el tejido vegetal cultivado. Por desgracia, la
contaminacion de los cultivos propagados in vitro es un fenémeno frecuente, que se ve
facilitado por el hecho de que se utilizan medios muy ricos en nutrientes en los cuales
pueden prosperar una muy amplia gama de microorganismos (Molphe-Balch et al.,
1999). La contaminacién microbiana (Figura 3.4) es uno de los problemas mas graves
en la micropropagacion de especies vegetales en el mundo, se producen cuantiosas
pérdidas de material tanto en la micropropagacion comercial como en los trabajos de

investigacion (Digonzelli, 2005).
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Figura 3.4. Contaminacion microbiana en

micropropagacion in vitro (FIA, 2009).

En la micropropagacion de la cafia de azUcar, por ejemplo, la contaminacion
bacteriana produce grandes pérdidas directas e indirectas como: reduccion de la tasa de
multiplicacion, inhibicién del enraizamiento y muerte de plantas en todas las etapas del
proceso (Alvarado, 1999). Trabajos realizados en Cuba (Acosta, 1999) demostraron que
en la fase de establecimiento in vitro las bacterias son responsables del 15 al 34 % de

las pérdidas.

Existen dos fuentes probables de contaminacién para los cultivos; aquella que
proviene de los instrumentos utilizados y las condiciones en que se manipula los mismos
y segundo, aquella que proviene del explante mismo siendo esta mas dificil de controlar
(Molphe-Balch et al., 1999).

3.6 Formas de combatir la contaminacion in vitro

Es indispensable evitar la contaminacion con microorganismos para lograr el éxito en el
establecimiento, incubacién y manipulacion del tejido in vitro, ya que éstos pueden
destruir los explantes, retrasar su desarrollo al competir con ellos o generar
modificaciones en el medio que afectan negativamente su sobrevivencia y desarrollo
(Sanchez et al., 2004).

Los hongos y bacterias son los microorganismos mas comunes que se encuentran

sobre o en los tejidos vegetales. Para eliminar la contaminacién bacteriana durante la
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propagacion in vitro, se han desarrollado diferentes métodos en los ultimos afos (Barrett
y Cassells 1994; Hussain et al., 1994). Uno de ellos es realizar todas las manipulaciones
gue impligue la exposicidon de los tejidos o del medio de cultivo en area axénica, siendo
lo ideal trabajar en una campana de flujo laminar. Asi también esterilizar todos los
implementos utilizados para la manipulacion de los tejidos antes de hacer uso de ellos.
Los frascos o recipientes de cultivo deben permanecer sellados en un ambiente libre de

polvo y de corrientes de aire durante el periodo de incubacion (Molphe-Balch et al., 1999).

Los antibidticos se utilizan comunmente en el medio para eliminar los
contaminantes no deseados en los sistemas de micropropagacion (Smart et al. 1995).
En teoria puede parecer que todos los problemas de contaminacién podrian ser
superados por la incorporacién de uno o mas antibidticos al medio de cultivo. Sin
embargo, los antibidticos son frecuentemente fitotoxicos por lo que pueden retardar o
incluso inhibir el crecimiento de los tejidos vegetales. Ademas, la exposicion prolongada
de células o tejidos a los antibioticos puede resultar en el desarrollo de la resistencia a
través del cambio genético (mutacion). La mayoria de los antibidticos, han mostrado
efectos inhibidores del crecimiento en plantas (Pankhurst 1977). Se ha reportado que el
uso de antibiéticos en los medios inhibe tanto la multiplicacion como el enraizamiento de
los brotes (Leifert et al., 2000).

La contaminacion bacteriana durante el cultivo in vitro de segmentos internodales
maduros de plantas madre cultivadas en invernadero es generalmente responsable de
la pérdida de los explantes cultivados en un medio libre de antibiéticos. Sin embargo, la
adicién de antibidticos a los medios de cultivo requiere de una cuidadosa evaluacion de
sus efectos sobre la regeneracién de las plantas, ya que varios informes han demostrado
gue podian tener efectos positivos o negativos sobre la morfogénesis in vitro (Costa et
al., 2000; Tang et al., 2004; Mendes, 2009).

Por lo tanto, es necesario evaluar los efectos de la concentracién de los productos

guimicos sobre la regeneracion in vitro de plantas, con el fin de aclarar la relacion entre

la concentracion y el efecto fitotéxico de los productos quimicos (Ferreira et al., 2003).
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V. PROBLEMATICA

La propagacion in vitro de plantas se ha consolidado como una herramienta fundamental
en la biotecnologia vegetal para la multiplicacién de especies de alto valor agricola,
horticola y de conservacion. Sin embargo, los métodos convencionales presentan
limitaciones significativas que afectan la eficiencia y la calidad del material vegetal
obtenido, entre los principales desafios se encuentran la hiperhidricidad, la acumulacién
irregular de nutrientes y la elevada incidencia de contaminaciones microbianas en
sistemas estaticos, lo que repercute en la viabilidad y uniformidad de los explantes.
Ademas, los sistemas de inmersion continua, aunque mejoran la distribucién de los
componentes del medio, pueden provocar estrés fisico en las plantas debido al contacto

prolongado, afectando su crecimiento y desarrollo.

La carencia de disefios estandarizados y adaptables para la inmersion temporal genera
una brecha en la aplicacion de esta tecnologia a nivel comercial e investigativo,
dificultando una optimizacién que garantice tanto la homogeneidad en la exposicién al
medio como la reduccion de costos operativos. Este escenario se agrava ante la
creciente demanda de técnicas de micropropagacion que aseguren resultados
reproducibles y de alta calidad, indispensables para proyectos de reforestacion,
produccion de cultivos libres de enfermedades y conservacion de especies en peligro.
Asi, se evidencia la necesidad de desarrollar un sistema innovador de inmersion temporal
gue permita controlar de manera precisa los intervalos de exposicién y descanso de los
explantes, minimizando el impacto negativo de la hiperviscosidad y otros factores

adversos, y facilitando su implementacion en diferentes escalas de produccion.
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V. JUSTIFICACION

El cultivo in vitro es una herramienta clave en biotecnologia y agricultura, ya que permite
la produccion controlada y eficiente de plantas en un ambiente libre de contaminantes.
Dentro de este proceso, los biorreactores de inmersién temporal juegan un papel
fundamental, al optimizar la oxigenacion, mejorar la disponibilidad de nutrientes y reducir
el uso de espacio y recursos. Gracias a su capacidad para producir grandes volimenes
de material vegetal de manera uniforme, estos sistemas son esenciales para la

propagacion masiva de cultivos con alto valor comercial y cientifico.

La implementacion de un sistema de inmersion temporal para la propagacion in
vitro de plantas ofrece ventajas sustanciales que responden a la necesidad de superar
las limitaciones de los métodos tradicionales. Este sistema permitira una distribucion
homogénea y controlada de nutrientes, hormonas y otros componentes esenciales del
medio de cultivo, lo que se traduce en una mayor tasa de éxito en la regeneracion y
multiplicacion de explantes. Al optimizar los periodos de inmersion y aireacion, se
reducird notablemente la incidencia de hiperhidricidad y estrés mecénico, promoviendo
el desarrollo saludable y vigoroso de las plantas.

Asimismo, el disefio propuesto se plantea como una solucién econdémica y
adaptable, facilitando su integracién tanto en laboratorios de investigacion como en
instalaciones de produccién a gran escala. La estandarizacion de este método contribuira
a generar protocolos replicables, impulsando la transferencia de tecnologia y
fortaleciendo la competitividad de los sectores agricolas y de biotecnologia vegetal.
Ademas, al aumentar la eficiencia de la propagacion in vitro, se potenciara la
disponibilidad de plantas libres de patdogenos y con mayor uniformidad genética,
aspectos cruciales para la produccion de cultivos sostenibles y la conservacion de la

biodiversidad.

En resumen, el desarrollo de este sistema innovador no solo representa un avance

tecnolégico en el ambito de la micropropagacién, sino que también responde a
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demandas practicas y econdmicas del sector, justificando asi la inversion en
investigacion y el potencial impacto positivo en la agricultura moderna y la conservacion
de especies. En este contexto, es fundamental disefiar y construir un biorreactor de
inmersion temporal, con el objetivo de mejorar la eficiencia del cultivo in vitro mediante
un sistema automatizado y optimizado. La implementacion de este tipo de biorreactor
permitird un mejor control de las condiciones ambientales, asegurando una mayor tasa
de éxito en la propagacion de plantas. Ademas, un disefio escalable y modular facilitaria
su adaptacion a distintos escenarios de produccién, promoviendo la innovacion y

contribuyendo al desarrollo sostenible de la biotecnologia aplicada a la agricultura.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Disefar y construir un biorreactor automatizado (Sistema de Inmersion Temporal de tipo

frascos gemelos) para la propagacion de plantas in vitro.

6.2 Objetivos especificos

e Desarrollar e implementar un sistema informatico para gestionar y controlar de
manera eficiente cada modulo del biorreactor (SIT), asi como el sistema de
iluminacién.

e Implementar el sistema de aireacion, incorporando mecanismos que regulen la
presién y aseguren el flujo de aire estable y eficiente, para garantizar ciclos
precisos de inmersion y drenaje, evitando acumulacion de presion.

e Implementar un sistema modular de control de fotoperiodo que permita programar
de manera independiente distintos entornos luminicos y periodos de iluminacion,
optimizando las condiciones para el desarrollo del cultivo in vitro.

e Evaluar la funcionalidad del sistema de biorreactores en la propagacion de plantas

in vitro.
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VII. HIPOTESIS

La implementacion de un sistema de aireacion con aspiracion neumatica en biorreactores
(SIT-frascos gemelos) favorecerd la propagacion de plantas vigorosas, saludables y de
mayor tamafio en un corto periodo. Ademas, optimizara el uso de componentes en
comparacién con los modelos convencionales, lo que contribuira a la reduccién de

costos.
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VIIl. METODOS

8.1 Ubicacion del proyecto

El presente trabajo se llevo a cabo en el cuarto de cultivo del Instituto Tecnoldgico de
Tlajomulco de Zudiga (ITTJ), Km 10 carr Tlajomulco, Cto. Metropolitano Sur, 45640
Tlajomulco de Zufiga, Jal, México. Este municipio forma parte de la Zona Metropolitana
de Guadalajara y se encuentra aproximadamente a 20 km al sur del centro de la ciudad

de Guadalajara.

8.2 Desarrollo e implementacion del sistema informatico para la gestion y
control de cada modulo del biorreactor (SIT)

8.2.1 Hardware

Para los modulos controladores se seleccioné la placa ESP32-S3 para la modularizacion
de las lineas de los biorreactores, esta eleccidn evita un punto Unico de fallo, simplifica y
reduce las distancias de conexiones entre los moédulos y las electrovalvulas y reduce los

tiempos de mantenimiento.

Para el centro de control, se seleccion6 una placa Orange Pi 5, la cual se implementé
junto con una pantalla tactil de 7 pulgadas para facilitar su manejo sin necesidad de
periféricos adicionales. A esta placa se le instalé un sistema operativo basado en Linux,
permitiendo la configuracion e instalacion del software de control necesario para su

funcionamiento.
8.2.2 Tecnologias

Se consideraron solo lenguajes de alto nivel para la aplicacion de control, considerando
el codigo C/C++ para la interaccién con los sensores en la placa ESP32-S3, de los

modulos de control.
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8.2.3 Programacion de los modulos

8.2.3.1 Preparacion del entorno
Para la programacion del ESP32-S3, se requiere de ciertas herramientas de software y

hardware:

e ESP-IDF: Framework oficial de ESPRESSIF para desarrollo de aplicaciones
complejas en ESP32. Incluye soporte para C/C + + y caracteristicas avanzadas.

e Esptool: Herramienta de linea de comandos para depurar y flashear el firmware
al ESP32-S3.

e Visual Studio Code: Se utiliza como IDE junto con la extensiéon ESP-IDF.

e ESP32-S3 Dev Kit: Placa de desarrollo.

e Conexion USB-C: Se usa para conectar la placa de desarrollo para cargar el

firmware y monitorear el puerto serial.

8.2.3.2 Librerias usadas
esp_wifi.h
e Proporciona la interfaz de programacion para configurar y gestionar la
conectividad Wifi en los microcontroladores ESP32.
e Inicializacion y configuracion del Wifi:
e esp_wifi_init(): Inicializa la interfaz Wifi.
e esp_wifi_set_mode(): Configura el modo de operacion (STA, AP o ambos).
e esp_wifi_start(): Inicia el médulo Wifi.
e esp_wifi_stop(): Detiene la interfaz Wifi.
esp_http_server.h
e Permite crear un servidor HTTP ligero en microcontroladores ESP32. Es ideal
para aplicaciones como servidores web embebidos, APIs REST y control remoto
a través de la web.
e Inicializacién del servidor
o httpd_start(): Inicia el servidor HTTP.
o httpd_stop(): Detiene el servidor HTTP.
e Registro de manejadores de solicitudes
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o httpd_register_uri_handler(): Registra una ruta (URI) con un manejador de
eventos.
e Envio y recepcion de datos
o httpd_resp_send(): Envia una respuesta HTTP.
o httpd_req_recv(): Recibe datos enviados en una solicitud.
freertos/FreeRTOS.h
e Sistema operativo en tiempo real FreeRTOS, utilizado en ESP32 y otros
microcontroladores.
e Gestion de tareas:
o XTaskCreate(): Crea una tarea.
o vTaskDelete(): Elimina una tarea.
o vTaskDelay(): Suspende una tarea por un tiempo determinado.
e Colas de mensajes:
o XQueueCreate(): Crea una cola.
o XQueueSend(): Envia datos a una cola.
o XQueueReceive(): Recibe datos de una cola.
e Seméforos y sincronizacion:
o xSemaphoreCreateBinary(): Crea un semaforo binario.
o xSemaphoreTake(): Toma un semaforo.
o xSemaphoreGive(): Libera un seméaforo.
e Timers de software:
o XTimerCreate(): Crea un temporizador.
o XTimerStart(): Inicia un temporizador.
driver/gpio.h
e Libreria del ESP-IDF que permite el control de los pines GPIO en ESP32.
e Configuracion de pines:
o gpio_set direction(pin, modo): Configura un pin como entrada
(GPIO_MODE_INPUT) o salida (GPIO_MODE_OUTPUT).
o gpio_set_pull_mode(pin, modo): Activa  resistencias internas
(GPIO_PULLUP_ONLY, GPIO_PULLDOWN_ONLY).

e Lecturay escritura:
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o gpio_set_level(pin, valor): Escribe un 1 (HIGH) o O (LOW) en un pin de
salida.

o gpio_get _level(pin): Lee el estado de un pin de entrada.

e Interrupciones:

o gpio_set_intr_type(pin, tipo): Configura interrupciones
(GPIO_INTR_POSEDGE, GPIO_INTR_NEGEDGE).

o gpio_install_isr_service(0): Habilita el servicio de interrupciones.

o gpio_isr_handler_add(pin, handler, arg): Registra un manejador de

interrupciones.

8.2.3.3 Flujo del cadigo

Conexion Wifi con IP estética
e EI ESP32-S3 intenta conectarse a una red Wifi usando las credenciales
proporcionadas.
e Se configura una direccién IP estéatica para garantizar que el dispositivo mantenga
siempre la misma IP.
e Sino logra conectarse, el cédigo imprime mensajes por el puerto serial hasta que
la conexion sea exitosa.
Control de relés
e Se configuraron los pines de los relés (relaylPin, relay2Pin, relay3Pin, relay4Pin)
como salidas.
e Aliniciar el programa, se desactivan todos los relés enviando un estado légico alto
(HIGH), lo que hace que se apaguen.
Servidor HTTP
e El servidor se inicializa para escuchar solicitudes HTTP en el puerto 1337.
e Se programaron varios endpoints:
o /health: Responde con “Healthy” para verificar el estado del dispositivo.
o /data: Devuelve la direccion MAC e IP del ESP32-S3 en formato JSON.
o [lightinteraction: Permite encender o pagar un relé especifico para las luces

blancas y de color, segun los pardmetros enviados.
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o /startAction: Controla los intervalos de activacion y desactivacion del

sistema de aireacion.

Gestion de las solicitudes

Se programé la funcion getQueryParam(), que extrae los parametros de las
solicitudes GET que recibe el ESP32-S3 para poder determinar las acciones a
realizar.

El programa envia respuestas HTTP al cliente con codigos de estado (200 para

éxito, 400 para error 0 404 en caso de que el endpoint no exista).

8.2.3.4 Compilacion y flasheo

Para la compilacion del programa se utiliza la extension ESP-IDF en Visual Studio Code,

seleccionando la opcién Build o con el comando idf.py build:
Para el flasheo del ESP32-S3:

Se selecciona la placa en este caso es la ESP32-S3.

Se conecta la placa al equipo de computo.

Se selecciona el puerto COM en el que se encuentra conectada la placa.
Se selecciona el método de flasheo en nuestro caso es UART.

Se selecciona la opcién de flasheo y monitoreo o con el comando idf.py flash.

8.2.4 Diagrama del médulo controlador

O W e G ®
Figura 8.1. Diagrama de
mddulo

i A OOO-00 OO EQ-0-C-O-0:0:0
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8.2.5 Diagrama del sistema general

4
3
H E* Figura 8.2. Diagrama del sistema
(1) Alimentacién principal. (2)
, Computadora. (3) Router. (4) ESP32-S3y

) Relé. (5) Manifold. (6) Lamparas led luz

;_,/ 6 — fria. (7) Lamparas led color (8) Recipiente
7 —

10 " con los nutrientes. (9) Recipiente con la
: e —
e planta. (10) Valvula de inyeccion. (11)
= 1

Valvula de alivio. (12) Compresor

8.3 Implementacion del sistema de aireacion, con la incorporacion de
mecanismos que regulan la presion y aseguran el flujo de aire estable y
eficiente.

8.3.1 Sistema de aireacion

Como se muestra en la figura 8.3 el sistema de aireacion suministra aire desde el
compresor hasta la valvula de inyeccion. Esta, a su vez dirige el flujo de aire hacia el
bloque manifold, el cual distribuye uniformemente la presion en todas sus salidas. El aire
pasa a través de los filtros y entra al recipiente por una de sus vias, mientras que, por la

otra, el medio de cultivo es desplazado hacia el recipiente que contiene las plantas.

Después de un tiempo determinado, se activa la valvula de alivio, permitiendo el
retorno del medio de cultivo al recipiente original. De esta manera, se restablece el
equilibrio de presién entre ambos recipientes, de esta manera se hace el efecto del

equilibrio de presién de los dos recipientes.

30



8.3.2 Diagrama de sistema de aireacion

shl | ) Figura 8.3. Diagrama de sistema de
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8.4 Implementacion del sistema modular de control de fotoperiodo que
permite programar de manera independiente distintos entornos luminicos y
periodos de iluminacion.

Filtros. (6) Recipiente con los nutrientes.

8.4.1 Sistema de fotoperiodo

El fotoperiodo en las plantas suele ser de 16 horas de luz seguidas de 8 horas de
oscuridad, aunque puede variar segun la estacion del afio. Durante el invierno, los dias
son mas cortos, mientras que en primavera la exposicion a la luz se prolonga, lo que

influye en el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Para la iluminacién, se seleccionaron dos tipos de lampara, la primera de espectro
completo con tres configuraciones de color (violeta, rojo y violeta-rojizo) y la segunda luz

led de color blanco.

Figura 8.4. Diagrama de sistema de

1 fotoperiodo.
(1) Lampara luz led blanca.
2 (2) Lampara luz led espectro

completo.

8.4.2 Diagrama de conexion del sistema de fotoperiodo con el modulo controlador
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Figura 8.5. Diagrama de
conexion del sistema de
fotoperiodo con el médulo
controlador.
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8.5 Evaluacion de funcionalidad del sistema de biorreactores en la
propagacion de plantas in vitro
Para evaluar la funcionalidad del biorreactor de inmersion temporal disefiado, se

establecié un experimento en el que se evalud la supervivencia de las plantas in vitro.

8.5.1 Seleccién del material vegetal

Se utilizaron explantes de nudos de Dioscorea sp. obtenidos de cultivos in vitro
previamente establecidos en el laboratorio. Los explantes fueron seleccionados en

funcion de su tamafio, vigor y ausencia de contaminantes.

8.5.2 Condiciones experimentales

Las plantas fueron cultivadas en el biorreactor bajo las siguientes condiciones
controladas:
Prueba 1

e Los segmentos nodales son transferidos a las condiciones y medio de cultivo MS
(Murashige, and Skoog, 1962). En el medio se emplean las sales del medio MS y
las vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979) suplementado con 3% de sacarosa, 2.5g
L de gelrite y 0.5mg Lt de BAP. El medio es ajustado a un pH de 5.8 con NaOH
después se esteriliza (15 min a 121°C). Los explantes se subcultivan cada 30 dias
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en contenedores de vidrio con capacidad de 125mL con 25mL de medio de cultivo
y se mantienen en un fotoperiodo de 8 h luz (violeta-rojizo) a 27°C.
e Ciclo de inmersion: Se programaron inmersiones de 10 segundos cada 6 horas,

con una presion de 10 psi.

Prueba 2

e Los segmentos nodales son transferidos a las condiciones y medio de cultivo MS
(Murashige, and Skoog, 1962). En el medio se emplean las sales del medio MS y
las vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979) suplementado con 3% de sacarosa, 2.5g
Lt de gelrite y 0.5mg Lt de BAP. El medio es ajustado a un pH de 5.8 con NaOH
después se esteriliza (15 min a 121°C). Los explantes se subcultivan cada 30 dias
en contenedores de vidrio con capacidad de 125mL con 25mL de medio de cultivo
y se mantienen en un fotoperiodo de 8 h luz (color rojo) a 27°C.

e Ciclo de inmersiéon: Se programaron inmersiones de 3 segundos cada 8 horas,
con una presion de 5 psi.

Prueba 3

e Los segmentos nodales son transferidos a las condiciones y medio de cultivo MS
(Murashige, and Skoog, 1962). En el medio se emplean las sales del medio MS y
las vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979) suplementado con 3% de sacarosa, 2.5¢g
L-1 de gelrite y 0.5mg L de BAP. El medio es ajustado a un pH de 5.8 con NaOH
después se esteriliza (15 min a 121°C). Los explantes se subcultivan cada 30 dias
en contenedores de vidrio con capacidad de 125mL con 25mL de medio de cultivo
y se mantienen en un fotoperiodo de 8 h luz (color blanco) a 27°C.

e Ciclo de inmersion: Se programaron inmersiones de 3 segundos cada 10 horas,

con una presion de 5 psi.

8.5.3 Variables evaluadas

Para determinar la eficiencia del biorreactor, se midieron las siguientes variables durante
un periodo de (dias/semanas de cultivo):

e Indice de vitrificacion: Porcentaje de plantas con sintomas de hiperhidratacion.
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e Supervivencia y viabilidad: Evaluacion del porcentaje de explantes viables al final
del cultivo.
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IX. RESULTADOS

9.1 Desarrollo e implementacion del sistema informatico para la gestion y
control de cada modulo del biorreactor (SIT)

9.1.1 Integracion de la red local
e Se instalé un router Wifi (Figura 9.1) dentro del laboratorio donde opera el sistema
biorreactor, garantizando que toda la red de dispositivos ESP32-S3 y el control

central (Orange Pi) estén conectados a una red local estable.

Figura 9.1. Router

e Se asignaron direcciones IP de manera estatica en cada controlador ESP32
asegurando que siempre tengan la misma direccion IP en lared y evitar problemas
de conectividad.

e Se previo la posibilidad de agregar mas médulos en el futuro. Por lo tanto, la red
local se disefid para que fuera escalable, 1o que permite agregar dispositivos sin

necesidad de cambios significativos en la estructura de la red.

9.1.2 Hardware
El microcontrolador ESP32-S3 interpreta las peticiones HTTP que recibe del centro de
control y genera sefales de control hacia los relevadores para activar dispositivos de

potencia, en este caso, electrovalvulas y equipos de iluminacion.
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Figura 9.2. Diagrama de peticion HTTP de centro de control a médulo controlador.

9.1.3 Sistema eléctrico

e Se realiz6 un esquema de cableado modular, asegurando la separacion entre

lineas de alta potenciay las sefiales de control de baja potencia. Esto permite que

en caso de una falla o sobrecarga sélo el médulo afectado sea restablecido sin

comprometer el resto del sistema.

e Seimplementaron médulos relés compatibles con cargas AC y DC para garantizar

el control eficiente de las electrovélvulas y luces como se muestra en la figura

9.3A.

9.1.4 Sistema de control

e A la placa Orange Pi se le instalé el software de control y se realiz6 la

configuracion necesaria para su manejo.

e Se integraron dos estaciones de control modular como se muestra en la figura

9.3B, cada estacion integra dos microcontroladores ESP32-S3 junto con su

modulo de cuatro relés para conectar las luces blancas, luces de color y las dos

valvulas del sistema de aireacion.
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Figura 9.3.  Sistema
eléctrico y de control.

A) Mdbdulo relés, B)
Estacion de control
modular.

9.2 Implementacion del sistema de aireacion, con la incorporacion de
mecanismos que regulan la presion y aseguran el flujo de aire estable y
eficiente.

9.2.1 Desarrollo del sistema de aireacion

Se seleccionaron las ubicaciones de los biorreactores y se determind la disposicion de
cada uno. Se decidi6 utilizar dos racks, cada uno con cuatro separaciones, y unirlos para
formar modulos con mayor capacidad de biorreactores.
e Se realizo la Instalacion del filtro principal y el regulador de presion junto con las
electrovalvulas en el rack, esto por cada modulo, en total cuatro.
e Se realizo la instalacion en el rack de los cuatro bloques manifold que inyectan
aire al frasco donde se encuentra el medio de cultivo. Un bloque manifold por cada
modulo. Cada médulo nos permite integrar 8 biorreactores, en total 32

biorreactores.

Figura 9.4. Sistema de
aireacion.

A) Filtro  principal,
regulador Y
electrovélvulas, B)
Blogue Manifold
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9.3 Implementacion del sistema modular de control de fotoperiodo que
permite programar de manera independiente distintos entornos luminicos y
periodos de iluminacion.

En la figura 9.5, se muestra la implementacion del sistema de iluminacion en los
biorreactores. En la parte interna, se observa una lampara LED con luces de distintos
colores: violeta, rojo y violeta-rojizo, mientras que en los extremos laterales de cada
modulo se encuentran luces LED blancas. En la figura 9.5A, se aprecia la iluminacion
con luz violeta dentro del médulo; en la figura 9.5B, la luz roja, mientras que en la figura
9.5D, se observa la activacion exclusiva de la luz blanca. Por otro lado, en la figura 9.5C
se muestra la distribucién de las ldmparas blancas y de color, con la opcién de utilizar

ambas simultaneamente.

Figura 9.5. Sistema
de luces.

A-B) Luz roja, C)
Distribucién de luces

del sistema, D) Luz

blanca.

9.4 Evaluacion de funcionalidad del sistema de biorreactores en la
propagacion de plantas in vitro

9.4.1 Prueba 1

En esta prueba, observamos una hiperhidratacion debido a que, al momento de transferir

el medio de cultivo del frasco de origen al frasco que contenia la planta, ésta permanecia
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en contacto con el medio, ya que el liquido no lograba regresar completamente a través

de la manguera.

También enfrentamos problemas con la presion de aire, ya que en esta prueba
utilizamos una presion de 10 psi y un tiempo de transferencia de 7 segundos y un tiempo
de inmersién de 5 segundos. La elevada presion de aire provocd que las hojas de la
planta se desprendieron y fueran arrastradas por la manguera hacia el frasco que

contiene el medio de cultivo.

Para esta prueba, configuramos un ciclo de iluminacion de luz roja, estableciendo

8 horas de luz y 16 horas de oscuridad lo cual no dio resultados favorables.

Figura 9.6. Primera prueba
de funcionalidad del sistema
biorreactor.

En la imagen A, se observa

gue la planta presenta hojas
de color amarillento vy
translicido. No desarrollo
raices ni  experimentd
crecimiento. En laimagen B,
la planta ya no tiene hojas y
el tallo muestra un tono
amarillento. Tampoco
desarroll6 raices, por lo que
no hubo crecimiento. En la
imagen C, la planta esta sin
hojas y presenta un color
amarillento. Al igual que en
los casos anteriores, no
desarroll6 raices, lo que
impidio el crecimiento.

9.4.2 Prueba 2

En esta prueba, se eligié una base de un material que soporta altas temperaturas para
autoclavearlo, este molde es flexible y facilita su entrada por la boquilla del frasco. A
estos moldes se les realizaron multiples orificios en la base para permitir el ingreso y
salida del medio de cultivo, exponiendo el explante al medio de cultivo, sin estar en

contacto continuo con el mismo. El beneficio que se obtuvo al implementar este molde
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fue que el explante permanecié un centimetro elevado del fondo del frasco lo que evitd
gue el explante estuviera siempre en contacto con el poco medio de cultivo que quedaba

en el frasco, evitando asi el problema de hiperhidratacion.

De igual manera se redujo la presion de aire a 5 psi y se minimizo tanto el tiempo
de transferencia (tres segundos), como el tiempo de inmersion (dos segundos), ademas
se programo una frecuencia de transferencia del medio de cultivo de un frasco a otro
cada 8 horas. Para esta prueba el sistema de fotoperiodo se programé con un entorno
luminoso rojo y con un fotoperiodo de 16h/8h (16 horas luz y 8 de oscuridad). La prueba
dur6 una semana y con estas nuevas variables se obtuvieron plantas con un color mas
verde y con mayor cantidad de hojas, también se observé un notable crecimiento en las

raices.

Figura 9.7. Segunda prueba de
funcionalidad del sistema
biorreactor.

En las imagenes A, C y E se
observan los explantes dentro del
biorreactor, en las imagenes B,D y
F se muestran los mismos
explantes fuera de los frascos
donde se observa un notable
crecimiento en sus raices y poco
porcentaje de vitrificacion.

9.4.3 Prueba 3

En esta prueba, al igual que en la segunda prueba se implementaron los mismos moldes.
De igual manera se redujo la presion de aire a 5 psi y se minimizo tanto el tiempo de
transferencia (tres segundos) y el tiempo de inmersion (dos segundos), en este caso la
frecuencia de transferencia que se programé fue de 10 horas. Para esta prueba el
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sistema de luces se programé con un fotoperiodo de 16h/8h (16 horas luz y 8 de
oscuridad) con luz blanca. Con estas variables se obtuvieron plantas con un color mas
verde y con mayor cantidad de hojas, y en este caso se observé un menor crecimiento

en las raices.

Figura 9.8. Tercera prueba de
funcionalidad del sistema
biorreactor.

En las imagenes A, C y E se
observan los explantes dentro del
biorreactor, en las imagenes B, D y
F se muestran los mismos explantes
fuera de los frascos donde se
observa un menor crecimiento en
sus raices y de igual manera poco
porcentaje de vitrificacion.
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X. CONCLUSIONES

La implementacion de un sistema modular controlado mediante la aplicacion de un
modulo central y empleando placas ESP32-S3 independientes por modulo, se evitd un
punto unico de fallo. Es decir, si un modulo llega a tener una falla, no compromete a los
modulos restantes, los cuales contindan con su funcion. Esto también nos permite llevar
a cabo el mantenimiento de manera mas rapida y eficiente. Ademas, se mejord la
eficiencia, ya que, al estar modularizado, el procesamiento que realiza cada médulo

controlador es mucho menor.

Se detect6 un problema en el sistema de aireacion de frascos gemelos tradicional,
estos contaban con dos electrovalvulas que inyectaban aire de manera bidireccional, lo
gue impedia la liberacién de presion y aumentaba el riesgo de fugas y dafios en las
piezas de los frascos debido a la acumulacién de aire. Para solucionar este problema, se
implementé una inyeccién de aire unidireccional con una electrovalvula de alivio
conectada a la misma linea de inyeccion. Este método permite inyectar aire al frasco con
el medio de cultivo y realizar el intercambio de este al frasco con la planta, manteniendo
una de las salidas bloqueadas para evitar la fuga de aire durante el proceso. Al finalizar
el tiempo de inmersion, la electrovalvula de alivio se activa, permitiendo que el aire salga
y el medio de cultivo regrese al frasco original. Con esta modificacién, evitamos el
problema de acumulacién de presién, garantizando el funcionamiento continuo del
sistema y eliminando el riesgo de fugas y dafios en las piezas del frasco. Ademas, se

realiza una mejor oxigenacioén, ya que el aire que se inyecta siempre es nuevo.

El blogue manifold implementado en cada médulo permitié realizar una inyeccion
de aire balanceada para todos los frascos, garantizando que todos los recipientes tengan
una distribucion uniforme del medio de cultivo. Esta modificacibn ha mejorado
significativamente la eficiencia y el control del sistema de inmersion temporal,

optimizando el proceso de micropropagacion de plantas.
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La implementacion del sistema de fotoperiodo fue de gran ayuda para el
crecimiento de los explantes. Al usar la lampara de espectro completo en color rojo, se
observo un notable crecimiento en los explantes. Este avance no solo optimizo el
desarrollo de los explantes, sino que también mejoré la calidad y uniformidad del
crecimiento, lo que es crucial para la micropropagacion eficiente de plantas. Ademas, el
uso de la lampara de espectro completo y la ldmpara led blanca, permitié simular
condiciones de luz mas naturales, favoreciendo la fotosintesis y el metabolismo de las
plantas. En conjunto, estas mejoras tecnologicas han permitido un control mas preciso

del ambiente de cultivo, resultando en un proceso mas robusto y fiable.
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XIl. ANEXOS

Tabla 1. Tabla de materiales con costos para el prototipo considerando un médulo

Cantidad Clave Descripcion Marca Precio unitario] Precio VA
Lazmin Pantalla tactil LCD, Pantalla de 7 Pulgadas HDMI
1 1024x600 Ultra HD para Raspberry Pi 3 pantalla Icd raspberry $710,00 $710,00 $823,60
abierto de frecuencia de 2,4 GHz, mini PC Desktop Run
1 Orange Pi OS, Android12, Debian11 (Pi 5 16GB) Orange $2.35168 | $2.35168 | $2.727,95
1 ESP-32 N/A $300,00 $300,00 | $348,00
1 Manifold 7 sal 1/8, 2 sal 1/4npt N/A $340,00 $340,00 | $394,40
16 Conexion recta macho HEX. 10MM N/A $36,00 $576,00 $668,16
24 Codo macho 8MM X 1/4 N/A $36,00 $864,00 | $1.00224
16 Conexion recta macho HEX. 8MM 1/8 N/A $24,00 $384.00 $445 44
2 Cinta de teflon 1/2 6,60 metros N/A $10,20 $20,40 $23,66
15 Manguera puliuretano 8mm trasparente N/A $22 40 $336,00 | $389,76
15 Manguera puliuretano 10mm trasparente N/A $37,30 $55950 | $649,02
1 Compresor 2 5HP 50L N/A $4.350,00 $4.350,00 | $5.046,00
1 Rack 4 niveles N/A $2.500,00 $2.500,00 | $2.900,00
1 SP32 N/A $300,00 $300,00 | $348,00
16 Frasco de 50 ml N/A $164,00 $2.624 .00 | $3.04384
16 Tapampara birreactor de dos vias N/A $115,00 $1.840,00 | $2.134 40
2 Lamparas para foto periodos 400 N/A $460,00 $920,00 | $1.06720
1 Modulo Relé N/A $250,00 $250,00 | $250,00
1 Caja de conexiones N7a $450,00 $450,00 $450,00
2 Lampara de color blanco Nia $115,00 $230,00 | $266,80
Total |17,@54,84
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