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BIOREACTOR CU UNITATE DE DECIZIE SI CONTROL DIGITALIZATA
DESTINAT MICROPROPAGARII PLANTELOR (TIBS-D)

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se refera la un bioreactor dotat cu unitate de decizie si control digitalizata destinat
laboratoarelor de micropropagare pentru producerea de material siditor sau biomasd pentru productia de
metaboliti secundari.

Este cunoscut ca bioreactoarele sunt sisteme de culturd in vitro semiautomatizate sau
complet automatizate, bazate pe cicluri alternative de imersie temporara a tesutului vegetal in
mediu lichid, urmat de drenarea si expunerea tesutului la un mediu gazos. Ele au fost create ca o
alternativa la culturile in vitro pe medii semi-solide cu scopul de a reduce costul final al plantelor
prin reducerea costurilor cu forta de munca si eliminarea agarului din mediile de cultura.

O serie de cercetdri aratd cd progresul in automatizarea culturilor in vitro va depinde de
realizarea culturilor in vitro in medii lichide prin utilizarea tehnicilor inovatoare bazate pe sisteme
temporare de imersie (TIS) (Gianguzzi et al., 2019). Aceste sisteme asigurd un contact mai mare
intre cultura in crestere si mediul de culturd, permitand astfel unui numar mai mare de plante si se
propage in timp mai scurt si spatiu restrans. Mai mult, comparativ cu sistemele care folosesc un
mediu solid, sistemele cu imersie temporara (TIS) permit o absorbtie mai mare de nutrienti si o
aerare mai bund n mediul in vitro (Alvard et al. 1993; Zobayed et al 2003).

Este cunoscut faptul ca in ultimele decenii au fost descrise mai multe sisteme de imersie
temporara (TIS) pentru biotehnologia plantelor (Georgiev 2014):

Sistemul Twin-Flask [Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT)] - este unul dintre primele TIS
dezvoltate (Watt, M. P. 2012; Escalona et al. 1999; Lyam et al. 2012). Este format din doua recipiente
(baloane cu gura larga, sticle sau borcane), conectate intre ele printr-o conducti U (sticla sau plastic) sau un
tub din silicon (Aragon et al. 2010; Yang et al. 2010).

Sistemele Ebb-and-Flow ar putea fi descrise ca o modificare simplificati a sistemelor Twin-Flask.

Sistemul RITA - (CIRAD, Franta, distribuit de VITROPIC, Franta) - a fost dezvoltat special pentru
cultura plantelor in vitro si este format dintr-un singur vas de polipropilena autoclavabild (500 ml) cu doud

compartimente.
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Thermo-photo-bioreactor - a fost creat special pentru producerea de metaboliti secundari pentru
Deschampsia antarctica din Antarctica (Navarro et al. 2011) si are o constructie complexa si costisitoare.
Ebb-and-flow hibrid - cu flux convectiv tubular saturat a fost dezvoltat exclusiv pentru cultivarea

"3 R

Bioreactorul cu imersie de bule (BIB) utilizeazi imersia temporara a explantelor propagate in spuma
in loc de lichid (Scheidt et all, 2011).

Sistemele balansoare - folosesc o platforma mecanica pentru a inclina cutiile de culturd (Adelberg,
et al. 2004; Kamérdinen-Karppinen et al. 2010; Uchendu, et al. 2011).

Sistem cu tambur rotativ - este format dintr-un aparat cu role si o sticla de plastic sau sticla
autoclavabila care se afla pe el (Akita et al. 1998). Cand aparatul cu role se roteste cu vitezd mica, plantele
imobilizate sunt cufundate periodic si expuse mediului aerian.

BOX-IN-BAG este un TIS de unicé folosinta, care functioneaza pe principiul TIS Ebb-and-Flow
(Ducos et al 2010)

Bioreactorul WAVE este o platformé cu balansare mecanica care foloseste pungi de cultivare pre-
sterilizate de unica folosinta (Eibl and Eibl, 2006, 2008; Eibl et al., 2009).

fn incercarea de a reduce costurile investitiei initiale pentru echipamente si de a economisi spatiu si
fortd de munca sunt disponibile pe piatd mai multe TIS, cum ar fi:

PLANTFORM (Plant Form AB, Suedia & TC propagation Ltd., Irlanda)
https://www.plantform.se/pub/shop.aspx

PLANTIMA (A-Tech Bioscientific Co., Ltd., Taiwan) https://vietsci.com/san-pham/tu-cay-tu-hut-

tu-an-toan-sinh-hoc/he-thong-nuoi-cay-ngap-chim-tam-thoi-plantima.html

RALM (Biorreatores RALM, Ralm Industia e Comércio Itda, Brazilia -
https://www.ralmindustria.com/equipamentos

RITA - (CIRAD, Franta, distribuit de VITROPIC, Franta), https:/vitropic.pagesperso-
orange fr/rita/index.htm

SETIS (Vervit, Belgia) http://www.vervit.be/products/technologies

Bioreactorul cu imersie de bule — BIB (Tecnal Equipamentos para Laboratorio, Brazil),

https://tecnal.com.br/ptBR/produtos/detalhes/6489 biorreator de imersao temporaria por bolhas

Ca urmare a celor enumerate mai sus se poate constata cd bioreactoarele dezvoltate pina in
prezent se concentreaza pe sistemul de imersie temporara (T1S) fiind alcatuite din vasele de cultura

si un bloc de control. Vasele de cultura, realizat dintr-un material transparent (sticld sau plastic),
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reprezintd zona aseptica a bioreactorului in care se dezvolta plantele in mediul de cultura steril iar
blocul de control controleazi conditiile din vasul de culturd, respectiv timpul de imersie, aerarea,
nivelul mediului lichid, nivelul oxigenului si a dioxidului de carbon. Din punct de vedere al vaselor
de cultura distingem doua tipuri de bioreactoare: cele de tip RITA la care mediul de cultura si
suportul pentru plante se afla intr-un singur vas si cele de tip BIT caracterizate prin aceea ca sunt
formate din doua vase aldturate, unul pentru plante si altul pentru mediile de cultura.

Toate aceste tipuri de bioreactoare au la baza un sistem mecanic sau pneumaic, unitatile sunt
legate intre ele cu ajutorul unei tubulaturi conectate la pompe iar timpul de imersie este reglat cu
ajutorul unor timere. Unitatile componente ale sitemelor (bioreactoarele) nu pot fi personalizate,
setarea parametrilor ficindu-se de la un singur bloc de control pentru tot sistemul. La toate
bioreactoarele existente pe piatd mediul lichid, actionat de pompe, scaldad explantele fiind impins
de aer, apoi prin forfa gravitationald mediul de culturd revine in recipientul sau zona destinata
mediului. In timpul acestui proces explantele sunt deplasate din locul in care au fost inoculate
astfel ca distributia lor in interiorul vasului de culturd devine neuniforma.

Exemple de bioreactoare sunt descrise in mai multe brevete si lucriri stiintifice, dupa cum
urmeaza:

Brevetul de inventie BR212016010698 (U2) - 2016-08-16 prezinti un bioreactor,
recomandat in special pentru eucalipt, format din doud compartimente suprapuse, cel superior
destinat inoculdrii plantelor si cel inferior destinat mediului de culturd. Mediul de culturi intra in
contact cu plantele printr-o actionare pneumatica. In plus, acest bioreactor este prevazut cu filtru
de aer, umidificator si sursa de iluminare.

Brevetul de inventie WO9625484A1 - 1996-08-22 prezintd un recipient destinat culturilor
in vitro prin imersie temporard format dintr-un corp unitar, respectiv o carcasa exterioara inchisa
cu capac, prevazutd cu un cos care separa recipientul in doud parti: partea superioard destinata
inocularii tesuturilor vegetale si partea inferioard destinatd depozitdrii mediului nutritiv lichid.
Imersarea plantulelor cu mediul lichid se face prin conectarea vasului la o pompd care, printr-un
orificiu de admisie situat in capac, furnizeaza o suprapresiune in recipient, suprapresiune care este
condusd in partea inferioara printr-un tub care se deschide intr-un clopot si ridica mediul lichid la
nivelul plantulelor din compartimentul superior. Cand timerul deconecteazi pompa, presiunea

scade iar mediul lichid coboara in compartimentul inferior.
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Brevetul de inventie W02012146872 (A1) — 2012-11-01 propune un recipient pentru
cultura in vitro de material vegetal, prin imersie temporard, care functioneazd intr-o maniera
similard cu cea descrisd in documentul W09625484A1 (cunoscut sub denumirea RITA) dar se
deosebeste de acesta prin forma si volumul celor doua compartimente. Astfel, partea inferioard a
camerei superioare, destinatd materialului vegetal, are o suprafata orizontald cuprinsa intre 0.02 si
0.07 m? iar fata laterald a camerei superioare are o indlfime cuprinsa intre 40 si 130 mm. Cu alte
cuvinte, raportul suprafati orizontald (in m?)/inal{ime (in m) al camerei superioare a containerului
trebuie s fie intre aproximativ 0.50 si 1.75.

Robert si colaboratorii (2006) descriu un nou tip de bioreactor numit BioMINT care este un
bioreactor de dimensiuni medii (1.2 1) ce functioneazi pe principiul imersiei temporare. Este
alcatuit din doua vase din polipropilena, transparente si autoclavabile, un vas fiind destinat pentru
plante si celalalt pentru mediile de culturd lichide. Ele sunt cuplate impreuna printr-o piesa adaptor
perforatd ce permite curgerea mediului lichid dintr-un vas in altul. Trecerea lichidului dintr-un vas
in altul este asiguratd printr-o miscare de balansare realizatd cu ajutorul unei platforme care isi
schimba pozitia prin intermediul unui motor electric.

Businge si colaboratorii (2017) prezinta un nou sitem de bioreactor care constd dintr-un vas
de cultura rotund (cu diametrul de 125 mm si o inaltime de 45 mm) si o sticla de 500 ml pentru
péstrarea mediului lichid. Cu ajutorul unei pompe de aer comprimat mediul lichid din sticle este
impins in sus in vasele de culturd, scufundand astfel explantele in mediu pentru o durata
prestabilitd. Odatd ce pompa este opritd mediul de culturd curge inapoi in sticlele pentru medii cu
ajutorul fortei de gravitatie deoarece vasele de culturd sunt plasate pe rafturi situate la un nivel
deasupra sticlelor cu mediu. Autorii au realizat culturi in vitro in acest tip de bioreactor pentru B.
pendula, B. pubescens, E. grandis x E. Urophylla si A. nordmanniana.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia constd in aceea ca bioreactorul dotat cu unitate
de decizie si control digitalizata este un bioreactor mai usor de manevrat pentru cultura in vitro a
plantelor fiind un sistem automat, autonom, cu un program personalizabil pentru fiecare unitate in
parte, dotat cu un sistem de monitorizare si afisare propriu, fiind fira bloc de control. Bioreactorul
cu unitate de decizie si control digitalizatd aduce mediul de culturi in contact cu inoculii de sus in
jos, prin intermediul duzei de pulverizare astfel ca inoculii isi pastreaza distributia pe sita suport
fara a fi ingramaditi in anumite zone ale bioreactorului asa cum se intdmpla in cazul celorlalte

tipuri de bioreactoare.
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in raport cu stadiul tehnicii, prin aplicarea inventiei, sunt depisite total sau partial mai
multe limitiri: este un bioreactor mai usor de manevrat pentru culturile in vitro; sistemul este
format din unitati independente, bioreactoarele nu sunt legate intre ele prin tubulaturi si nu este
nevoie de un bloc de control al sistemului; unitatea de control si de decizie se ataseaza pe fiecare
bioreactor in parte cu ajutorul unui sistem simplu de prindere, aceastd operatine avand loc in hota
cu flux laminar de aer steril dupa inocularea explantelor si inchiderea unititii de bazi a
bioreactorului cu capacul propriu. Acest lucru permite, in cazul unor defectiuni, schimbarea
separatd a componentelor; unitatea de control si de decizie este individuald pentru fiecare
bioreactor, unitatea poate fi personalizatd foarte usor in timpul derularii unui ciclu de cultura
prestaibilit; unitatea de control si de decizie poate fi interconectatd cu alte componente digitale,
acest lucru se poate realiza foarte usor fie prin portul USB sau prin retelele de tip bluetooth sau
Wi-Fi incluse (optional), in bioreactorul digital (aceste retele permit monitorizarea si comanda de
la distantd, printr-un protocol de tip server, pentru toate bioreactoarele de acest tip dintr-o culturd);
programarea §i ajustarea parametrilor se face direct pe tastatura display-ului LCD sau indirect prin
portul USB sau a retelelor wireless mai sus amintite.

in continuare este prezentati pe larg inventia. Bioreactorul cu unitate de decizie si control
digitalizatd destinat micropropagérii plantelor (Fig 1), conform inventiei, este format din doua
componente principale: unitatea de baza (UB) sau vasul de cultura al bioreactorului (Fig. 2a) si
unitatea de control si de decizie (UCD) (Fig. 2b).

Unitatea de bazi a bioreactorului (UB) sau componenta sterild (Fig.3a) este formata din
vasul bioreactorului | confectionat dintr-un material transparent autoclavabil (policarbonat,
polipropilend), sita pentru inocularea explantelor 2, capacul 3, tubul de absorbtie a mediului de
culturd 4 prevazut cu sorb 5, duza de pulverizare a mediului de culturé 6 si baza pompei peristaltice
7. Pentru etapa de inrddacinare sita 2 va fi inlocuita cu tava alveolard 8.

Unitatea de control si decizie (UCD) sau componenta nesteriléd (Fig. 3b) este amplasata pe
capacul 3 unitatii de baza (UB) si este un sistem compact format din: carcasa 9 cu doud cleme de
fixare 10 pe UB, capul presor 11 al pompei peristaltice, axul motorului 12, motorul pas cu pas 13,
capacul superior cu fantd 15 pentru unitatea de comanda 14 (formatd din placa de dezvoltare
Arduino, modul 1602 LCD keypad Shield, driver pentru motor) si sursa de alimentare cu 12 Vcc
16. UB este componenta cea mai voluminoasa a bioreactorului, reprezintd baza bioreactorului si

este formata dintr-un vas cilindric transparent cu fundul plat pentru a sustine intreaga greutate a
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bioreactorului cu indl{imea si diametrul variabile. Mediul de cultura lichid se introduce in UB intr-
o cantitate care sa nu depaseascd nivelul sitei 2, se inchide ermetic cu capacul 3 dupd care se
sterilizeaza in autoclav la 121°C si 1 atm sau alti parametri in functie de volumul de mediu de
culturd. Dupa autoclavare si racire UB se introduce in hota cu flux laminar de aer steril, se deschide
capacul 3 si se inoculeazi explantele pe sita suport 2 a unitatii de baza dupa care se inchide capacul
3 astfel incdt sorbul 5 tubului de absorbtie 4 si fie introdus in mediul de culturd. Urmatoarea
operatiune constd in atasarea celei de-a doua unitdti a bioreactorului, respectiv a UCD peste
capacul 3 al UB. UCD se va fixa peste capacul 3 al UB cu ajutorul celor doud cleme de fixare 10
astfel incit capul presor al pompei peristaltice 11 sa fie introdus in baza pompei peristaltice 7 unde
se afld tubul de absorbtie a mediului de culturd 4. Pompa peristaltica va fi actionatd de un motor
pas cu pas 13 aflat de asemenea in carcasa 9 a UCD. Dupé asamblarea celor doud pérti (UB si
UCD) urmeaz4 a treia operatiune, respectiv setarea parametrilor de functionare ai bioreactorului.
Pentru setarea parametrilor pe carcasa UCD este montata unitatea de comanda 14 care este formata
din modul 1602 LCD Keypad Shield, placa de dezvoltare Arduino si driver pentru motor.
Operatorul va stabili timpul de pulverizeze al mediului de culturé peste explante (respectiv timpul
de functionare al pompei peristaltice) precum si periodicitatea acestor timpi de pulverizare direct
pe tastatura display-ului LCD cu ajutorul celor 6 taste prezentate in figura 4: tasta Sus 17, tasta Jos
18, tasta Dreapta 19, tasta Stanga 20, tasta Select 21 si tasta Reset 22. Pentru utilizarea cu succes
a unui ciclu complet, operatorul trebuie sd stabileasca cét timp doreste sa pulverizeze pompa
mediul de culturd peste explante, acesta este timpul setat la comanda afisata: On Timer Mode M
00:00:00. Pe 1anga acest parametru se doreste stabilirea timpului in care pompa este oprita, care se
va seta in momentul in care pe ecranul LCD apare mesajul: Off Timer Mode H 00:00:00. Apoi
ciclul se va repeta in bucli periodic, pana bioreactorul va fi oprit. in continuare, se di un uxemplu
de setare a bioreactorul astfel incit mediul de cultura sa fie pulverizat peste explante timp de un
minut la fiecare ord. Dupd conectarea bioreactorului la sursa de curent, pe ecranul LCD al
bioreactorului va apérea urmatorul mesaj: BIOREACTOR TIMER MENIU, iar dupi 10 secunde
ecranul LCD va afisa la prima pornire urméatorul mesaj: Off Timer Stop 255:255:255. Din acest
meniu se vor opera urmatoarele setéri:

Se actioneaza tasta Dreapta pana la aparitia mesajului: On Timer Mode S - 255:255:255, iar
apoi actionam tasta Stinga pentru a schimba litera S (secunde) din finalul rAndului superior, in M

(minute).
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Cu ajutorul sagetii sus si jos se modificd timpul (minutarul in cazul nostru) pentru a seta
timpul in care pompa este pornitd. Pentru exempul propus trebuie setat timpul la un minut, deci
dupd setarea corectd, mesajul de pe ecranul LCD, va fi: On Timer Mode M 00:01:00.

Se actioneazd apoi, tasta Dreapta schimbam modul de operare, respectiv pana va afisa: Off
Timer Mode S 00:00:00, apoi se actioneazi tasta Stidnga pana ce ecranul LCD va afisa la sfarsitul
randului superior, in loc de S va afisa H. lar cu ajutorul tastelor Sus si Jos se schimbé timpul in
care pompa va fi opritd, adica o ord conform exemplului propus. Daci setarea s-a realizat corect,
atunci pe ecranul LCD, va fi afigsat urmétorul mesaj: Off Timer Mode H 01:00:00.

in continuare se va bloca aceasta setare prin actionarea tastei Select si apoi tasta Reset.
Bioreactorul va reporni, va afisa pe rand mesajele: BIOREACTOR TIMER MENIU iar dupa 10
secunde ecranul LCD va afisa la prima pornire urméatorul mesaj: On Timer Mode M 00:01:00.

In continuare se va actiona tasta Sus pentru pornirea ciclului de micropropagare, bioreactorul
va incepe bucla programata cu pompa pornitd, respectiv, timp de un minut la aceste setéri si va
opri pompa apoi, timp de o ora ciclul se va relua automat in bucla fira oprire. Ciclul se poate opri
in orice moment prin acfionarea tastei Jos.

Pentru modificarea acestor setéri (dupa o prima setare prealabild) se urmaresc pasii de la 1
la 5 cu mentiunea ca in loc de mesajul de inceput: Off Timer Stop 255:255:255 va incepe setarea
de la mesajul: On Timer Mode M 00:01:00.

In figura 5 este prezentatd schema cu modul de conectare a componentelor din circuitul logic
si de comanda format din sursa de 12 V cc, 2 A - 16, condensator electrolitic 220 pF/16V - 25,
placa de dezvoltare Arduino uno 14, 1602 LCD Keypad Shield 23 si driverul 24 pentru motorul
pas cu pas 13. Codul sursi a fost realizat conform schemei logice pentru algoritmul de scriere a
acestuia, cel din figura 6 si apoi se incarca cu ajutorul programului Arduino 1.6.8. prin portul usb
in placa de dezvoltare a modulului Arduino Uno, In urméatoarea etapa se efectueazad asamblarea
plécii de dezvoltare Arduino Uno cu 1602 LCD Keypad Shield si se realizeazi toate conexiunile
conform figurii 5.

Scurtd descriere a desenelor:

Figura 1 — ilustreazd bioreactorul cu unitate de decizie si control digitalizatd destinat
micropropagarii plantelor

Figura 2 — ilustreaza cele doua componente principale: unitatea de bazi (UB) sau vasul de

culturd al bioreactorului (a) si unitatea de control si de decizie (UCD) (b).
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Figura 3 — ilustreazd unitatea de bazd a bioreactorului (UB) sau vasul de culturd al
bioreactorului (componenta care se sterilizeazd) si unitatea de control si decizie (UCD sau
componenta nesterila) cu toate pirtile componente detaliate.

Figura 4 — ilustreaza distributia tastelor pe modulul 1602 LCD Keypad Shield

Figura 5 — ilustreaza componentele si modul lor de conectare din circuitul logic

Figura 6 — ilustreaza schema logicd pentru algoritmul de scriere a codului incarcat in
platforma de dezvoltare Arduino.

Bioreactorul cu unitate de decizie si control digitalizatd poate fi utilizat in urmatoarele
cazuri: pentru etapa de multiplicare in vitro, caz in care se va folosi sita 2; pentru etapa de
inrddacinare in vitro, caz in care sita 2 se va inlocui cu tava alveolari 8.

Se dau in continuare citeva exemple de utilizare a bioreactorul cu unitate de decizie si
control digitalizata. Bioreactorul testat a avut urmétoarele caracteristici: volum unitate de baza:
3,5 1, dimensiuni unitate de bazi: h= 10cm, @ = 23cm, sursa de alimentare cu 12 Vcc, restul
parametrilor sunt prezentati pentru fiecare caz in parte

Micropropagarea steviei (Stevia rebaudiana) in bioreactorul cu unitate de decizie si
control digitalizatd (TIBS-D). S-a utilizat mediul de culturd Murashige and Skoog, 1962 (MS)
avand in compozitie micro si macroelemente in concentratie intreagd, Myo-inositol 100 mg/l,
Thiamine 1 mg/l, Pyridoxine 0,5 mg/l, Acid nicotinic 0,5 mg/l si 30 g l/zahar, fara regulatori de
crestere. pH-ul mediilor a fost ajustat la 5,8 inainte de autoclavare. Cantitatea de mediu distribuita
in fiecare bioreactoar a fost de 500 ml. Autoclavarea mediilor de cultura s-a facut la 0,11 MPa si
121 ° C timp de 20 de minute iar componentele au fost addugate inainte de autoclavare. S-au
inoculat 25 minibutasi/bioreactor constind in fragmente de ldstari cu un nod. Timpul de pulverizare
a inoculilor cu mediul de cultura a fost de 1 minut la doud ore. Culturile au fost mentinute in
camera de crestere la o fotoperioadd de 16 ore lumina/8 ore intuneric cu o intensitate luminoasa
de 32.4 pmol m2s"! (Philips CorePro LED tube 1200 mm 16W865 CG, 1600lm Cool Daylight), o
temperatura de 23 + 3 ° C si 50 + 2% umiditate. Durata culturilor in vitro a fost de 30 de zile. Toti
inoculii au fost viabili si au regenerat lastari cu o lungime medie de 63,16+1,85 mm si o greutate
medie de 154,74+8.75 mg.

Micropropagarea mentei (Mentha piperita) in bioreactorul cu unitate de decizie si
control digitalizata (TIBS-D). Mediile si conditiile de cultura au fost similare cu cele descrise la

stevia (punctul 21). Dupa o luna de culturd in vitro plantutele au fost scoase din mediile de cultura
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si s-au masurat numdrul de lastari/inocul, lungimea lastarilor, numérul de radacini/plantula si
lungimea radacinilor. Numarul mediu de lastari/inocul a fost de 2,1+0.06 avand o lungime medie
de 10,6+0,66 cm, Numarul mediu de radicini/plantula a fost de 3,8+0.13 cu o lungime medie de
3,7£0,21 cm.

Micropropagarea portaltoiul de cires Gisela 6 (Prunus cerasus X Prunus canescens) in
bioreactorul cu unitate de decizie si control digitalizatd (TIBS-D). Mediul de cultura utilizat
pentru cultura in vitro a fost MS avand in compozitie micro si macroelemente in concentratie
intreagd, Myo-inositol 100 mg/l, Thiamine 1mg/l, Pyridoxine 0,5 mg/l, Acid nicotinic 0,5 mg/l,
30 g I/zahar si suplimentat cu 0.4 mg/l 6-benziyladenine (BA). pH-ul mediilor a fost ajustat la 5,8
inainte de autoclavare. Cantitatea de mediu distribuitd in fiecare bioreactor a fost de 500 ml.
Autoclavarea mediilor de cultura s-a facut in vasele de cultura la 0,11 MPa si 121 ° C timp de 20
de minute, toate componentele au fost adaugate inainte de autoclavare. Dupa racirea mediilor de
culturd s-a trecut la inocularea minibutasilor in hota cu flux laminar de aer steril si s-au inoculat
cite 20 minibutasi/bioreactor iar timpul de pulverizare a inoculilor cu mediul de culturi a fost de
1 minut la douad ore. Culturile au fost mentinute in camera de crestere la o fotoperioada de 16 ore
lumina/8 ore intuneric cu o intensitate luminoasa de 32.4 pmol ms! (Philips CorePro LED tube
1200 mm 16W865 CG, 1600Im Cool Daylight), o temperatura de 23 + 3 ° C si 50 = 2% umiditate.
Durata culturilor in vitro a fost de 30 de zile. Rata medie de proliferare/inocul obtinuta a fost de
1,66+0,18 iar lungimea medie a lastarilor proliferati a fost de 2,55+0,36 cm. De mentionat este
faptul ca s-au obtinut lastari fara urme de vitrificare.

Micropropagarea cipsunului (Fragaria x ananassa Duch.), soiul Tecla in bioreactorul
cu unitate de decizie si control digitalizati (TIBS-D). Mediul de cultura utilizat pentru cultura
in vitro la cdpsun a fost MS avand in compozitie micro si macroelemente in concentratie intreaga,
Myo-inositol 100 mg/l, Thiamine 1mg/l, Pyridoxine 0,5 mg/Il, Acid nicotinic 0,5 mg/l, 30 g I/zahar
in doua variante, respectiv suplimentat cu 0,2 mg/l 6-benziyladenine (BA) si cu 0,4 mg/l BA.
Restul parametrilor au fost cei descrisi la punctul 21. S-au inoculat cate 20 minibutasi/bioreactor.
Dupa de 30 de zile de culturd rata de multiplicare/inocul a fost de 5,2+0,76 pe mediul de cultura
suplimentat 0,4 mg/l BA iar reducerea concentratiei de BA la 0,2 mg/l a dus la obtinerea unei rate
de multiplicare de 5,4+0,76. Lungimea medie a lastarilor proliferati a fost de 2,0+0,56 cm pe
mediul de culturd suplimentat 0.4 mg/l BA si aceasta scazut la 1,7+0,06 cm pe mediul de cultura

suplimentat cu 0,2 mg/l BA.
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Importanta practicid a inventiei constd in aceea céd bioreactorul cu unitate de decizie si
control digitalizata este mai usor de manevrat pentru culturile in vitro deoarece fiecare unitate este
independenta, unitétile nu sunt unite intre ele prin tuburi si nu sunt comandate de la un singur bloc
de control. Bioreactorul cu unitate de decizie si control digitalizatd, prin intermediul celor doua
variante de tavi (2 respectiv 8), permite atit utilizarea lor in etapa de multiplicare in vitro cit si In
etapa de inrddécinare in vitro. Bioreactorul poate fi utilizat in laboratoare pentru cercetare si in
laboratoarele pentru productia de material saditor obtinut prin micropropagare.
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REVENDICARI

Un bioreactor cu unitate de decizie si control digitalizata destinat micropropagirii plantelor
caracterizat prin aceea cia este format din doud componente principale: unitatea de bazi (UB)
sau vasul de cultura al bioreactorului (Fig. 2a) si unitatea de control si de decizie (UCD) (Fig. 2b).
Unitatea de bazd a bioreactorului (UB) sau componenta sterild (Fig.3a) este formatad din vasul
bioreactorului (1) confectionat dintr-un material transparent autoclavabil (policarbonat,
polipropilend), sita pentru inocularea explantelor (2), capacul (3), tubul de absorbtie a mediului de
culturd (4) prevazut cu sorb (5), duza de pulverizare a mediului de culturd (6) si baza pompei
peristaltice (7). Unitatea de control si decizie (UCD) sau componenta nesterild (Fig. 3b) este
amplasatd pe capacul unititii de bazd (UB) si este un sistem compact format din: carcasa UCD (9)
cu cleme de fixare (10) pe UB, capul presor (11) al pompei peristaltice, axul motorului (12),
motorul pas cu pas (13), capac superior cu fante (14) pentru unitatea de comanda (15) (formata din
placa de dezvoltare Arduino Uno, modulul 1602 LCD keypad Shield, driver pentru motor) si sursa
de alimentare cu 12 Vcc (16).

Bioreactor cu unitate de decizie si control digitalizatd conform revendicirii 1 destinat
inrddacindrii lastarilor obtinuti in etapa de multiplicare in vitro caracterizat prin aceea ca sita (2)
va fi inlocuita cu tava alveolara (8).

Bioreactor cu unitate de decizie si control digitalizatd destinat micropropagdrii plantelor
conform revendicarii 1 sau 2 caracterizat prin aceea ci pulverizarea mediului de culturi se face
direct prin tubul din silicon (4).

Unitate de comanda pentru bioreactor caracterizati prin aceea ci este formata din sursa
de 12 V cc, 2 A (16), condensator electrolitic 220 uF/16V (25), placa de dezvoltare Arduino uno
(14), 1602 LCD Keypad Shield (23), driverul (24) pentru motorul pas cu pas (13) si schema logica

dupa care se scrie codul sursa.
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