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Apresentacao

Nesta publicacado, procurou-se abordar os principais tipos de biorreatores desenvolvi-
dos para fins de micropropagacao, ou seja, a producao de mudas em laboratério.

A obra é dividida em duas partes. Na primeira parte, procurou-se fazer uma revisao
dos principais tipos de biorreatores, tanto os de imersao permanente quanto os de imersao
temporaria, suas constituicdes bdsicas e funcionamentos. Na segunda parte, procurou-se
apresentar com bastante detalhe o sistema de biorreator de imersao temporaria (modelo
Embrapa), incluindo o memorial descritivo, o funcionamento, os fatores fisicos e quimicos
que afetam o crescimento do explante em biorreator, as aplicagdes, as vantagens e as des-
vantagens do biorreator de imersao temporaria (modelo Embrapa).

Finalizando, nao se teve a pretensao de esgotar o assunto, mas apenas apresentar os
principais aspectos relacionados aos varios modelos de biorreatores desenvolvidos para
eventual uso na producao de mudas em laboratério, que visaram, sobretudo, ao aumento
da escala de producao e, com isso, a redugao nos custos de producgao. Muito ainda precisa
ser feito nessa drea até que a micropropagacao possa ser conduzida com algum grau de
automatizacdo, que venha contribuir significativamente para reduzir os custos da muda
produzida.

Maria Cléria Valadares Inglis
Chefe-Geral da Embrapa Recursos Genétcos e Biotecnologia






Prefacio

As primeiras tentativas de producao de mudas de plantas em laboratério remontam a
década de 1950. Desde entao, e sobretudo nas ultimas décadas, a producao de mudas em
laboratério vem se expandindo, e milhdes de mudas sao produzidas anualmente em todo o
mundo por meio dessa técnica.

As técnicas basicas de micropropagacao, como é comumente denominada a producado
de mudas em laboratério, utilizam, em sua maioria, meio nutritivo gelificado e frascos relati-
vamente pequenos, com volumes raramente superiores a 250 mL. Com isso, a micropropa-
gacdo requer a manipulacao de milhares de frascos, mesmo para uma biofabrica de porte
médio, cuja producao é algo em torno de 1 milhao de mudas por ano. Consequentemente,
esse grande numero de frascos requer um contingente de pessoal suficientemente nume-
roso para que a biofabrica possa funcionar a contento.

Com isso, o grande envolvimento de mao de obra encarece significativamente o pro-
cesso de producao de mudas em laboratério. Grosso modo, uma biofabrica de 1 milhdo de
mudas anuais demanda o trabalho de algo em torno de 30 pessoas, o que pode representar
significativos 60% a 70% do custo final de producédo de cada muda.

Visando reduzir o envolvimento de mao de obra no processo de micropropagacgao,
novas metodologias foram pesquisadas, sobretudo aquelas que utilizam frascos maiores,
que possam conter um grande nimero de mudas, diferentemente dos frascos pequenos.
Para isso, o0 meio de cultura nao mais poderia ser gelificado, e sim liquido. Com o uso de
meio liquido, o material vegetal seria cultivado dentro do meio nutritivo e ndao apenas na
superficie, como é no caso do meio gelificado. O cultivo em meio liquido permitiu utilizar
frascosde 1L,2L,5L, 10 L ou mesmo 20 L, nos quais dezenas ou mesmo centenas de mudas
poderiam ser produzidas num unico frasco. Entretanto, o cultivo em meio liquido requer
aeracao forcada, de modo a permitir um crescimento adequado do material vegetal. Numa
nova configuracao, os frascos passaram a ser interligados, dando origem a equipamentos
denominados de biorreatores, nos quais, além do uso de meio de cultura liquido, o ar é
renovado durante o cultivo. Além disso, é possivel fazer o monitoramento de alguns para-
metros essenciais ao crescimento do explante, como pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
concentracdo de nutrientes. Os primeiros biorreatores para fins de micropropagacao foram
desenvolvidos no inicio da década de 1990, incluindo os biorreatores de imersao tempordria,
tema principal da presente publicacao.

Em meados da década de 1990, a Embrapa deu inicio as primeiras pesquisas visando
ao desenvolvimento de um modelo de biorreator de imersao temporaria, que culminou
com o pedido de patente em agosto de 2000, e concessao pelo Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (Inpi) da carta patente em janeiro de 2017. A presente publicacao
procura apresentar os principais biorreatores utilizados no processo de producao de mudas
em laboratério, os quais sao divididos em dois grandes grupos, os de imersao permanente
e os de imersao temporaria.

Apesar do grande niumero de publicacdes relacionadas a biorreatores e seu grande
potencial na micropropagacao, o uso comercial encontra-se ainda em sua fase inicial. No
Brasil, algumas biofabricas vém conduzindo testes com os modelos de biorreatores desen-



volvidos pela Embrapa, cujos resultados sdo muito promissores. No mundo, ja se tem noticia
de biofabricas que internalizaram a nova metodologia. Além disso, diferentes modelos de

biorreatores foram adaptados e diferentes espécies de plantas vém sendo multiplicadas
utilizando essa nova metodologia.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Pesquisador da Embrapa, Superintendéncia de Estratégia
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Introducao

Um grande numero de espécies vegetais, incluindo banana, batata, morango, eucalip-
to, cana-de-acucar e abacaxi, vem sendo multiplicado vegetativamente por micropropaga-
¢ao. A aplicacao dessa técnica tem contribuido para a producao de mudas de alta qualidade
sanitaria, vigor e uniformidade (Lee; Lee, 2011).

A micropropagacao é uma técnica de propagagao vegetativa conduzida in vitro por
meio da cultura de tecidos de plantas ou cultura in vitro, que permite a propagacao (ou
multiplicacao) rapida de material vegetal, resultando num grande nimero de plantas. Ja a
cultura de tecidos de plantas consiste em técnicas de propagacao vegetativa por meio de
métodos de excisdo, desinfestacdo e cultura - em meio nutritivo sintético, em condicbes
assépticas e controle ambiental -, de células, tecidos ou érgaos de plantas.

A micropropagacao em escala comercial é feita em estabelecimentos conhecidos
como biofdbricas, que sao constituidas basicamente de laboratério de cultura de tecidos,
casas de vegetacao, telados ou viveiros, além de espaco reservado a administracao.

A producao de mudas micropropagadas apresenta uma série de vantagens quando
comparada com outros processos de propagagao vegetativa, como enxertia, estaquia e
alporquia. Por meio da micropropagacao, é possivel serem obtidas mudas limpas de pragas
ja que se pode utilizar, como doadora de explantes, planta sadia, e o préprio processo de
producdo in vitro envolve a desinfestacdo das diferentes fontes de explantes, como gemas
nodais, segmentos de rizoma e hastes caulinares. Além do mais, ao longo do processo, o
material em cultivo passa por inspe¢des periédicas para eliminar eventuais contaminantes.
Em relagao aos virus, especificamente, existem técnicas apropriadas que permitem obter
material livre desses patdogenos, como, por exemplo, o pré-cultivo da planta matriz em
ambiente com alta temperatura, processo denominado termoterapia, seguido do cultivo de
gemas de tamanho reduzido, entre 0,1 mm e 0,3 mm, constituidas do meristema e de um a
trés primérdios foliares. Como garantia da limpeza clonal, durante a fase de aclimatizacao, as
mudas passam por avaliacao final para demonstrar a presenca ou auséncia de organismos
patogénicos, processo esse conhecido porindexacao. Dessa forma, sé serao disponibilizadas
para comercializacao mudas com alto grau de sanidade.

Outra grande vantagem da micropropagacao diz respeito ao vigor e a uniformidade
das mudas produzidas, além de essas poderem ser produzidas aos milhdes e serem disponi-
bilizadas ao agricultor na época adequada para plantio no campo.

Embora a producao de mudas em biofabrica seja interessante sob varios aspectos,
0 processo apresenta algumas desvantagens. A primeira delas, e talvez uma das mais im-
portantes, é o alto custo de producao, ja que o processo demanda mao de obra altamente
especializada e um laboratério bem montado (Teixeira, 2002; Lee; Lee, 2011). Com isso, as
mudas acabam sendo, em geral, bem mais caras do que as mudas convencionais. Além
disso, o processo de producao precisa ser conduzido de forma rigorosamente controlada de
modo a nao produzir mudas anormais, ou seja, fora do padrao para a espécie que esta sendo
multiplicada. Assim, essa técnica sé deve ser empregada em condi¢des especiais: 1) quando
se deseja fazer a limpeza clonal do material propagativo, como, por exemplo, no caso da
batata e do morango; 2) quando nao houver disponibilidade de mudas convencionais em
quantidade, vigor e uniformidade, como, por exemplo, no caso da banana; 3) quando o valor
de mercado da muda produzida for alto, como no caso de mudas de hibridos selecionados
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de orquidea. Para as outras espécies, a conveniéncia ou ndao da propagacao in vitro vai de-
pender da relacdo custo-beneficio da muda micropropagada.

Outra grande desvantagem no processo de micropropagacao é o fato de a producao
de mudas utilizar, em geral, meio de cultura gelificado. O meio de cultura gelificado é aque-
le que apresenta consisténcia semissolida, pela adicao de um agente gelificante, como o
agar ou Phytagel™. O uso de meio gelificado apresenta uma série de problemas. Primeiro,
o contato do explante com o meio é parcial, afetando a quantidade de nutrientes que o
explante pode absorver durante o cultivo. Além do mais, devido a absorcao de nutrientes
pelo explante, pode haver a formagao de um gradiente de concentragao dos nutrientes, em
volta do explante, por causa da maior resisténcia a difusdo de nutrientes no meio gelificado.
Da mesma forma, substancias organicas, as mais diversas, liberadas pelos explantes, prin-
cipalmente os polifendis, podem se acumular em volta do explante e atingir niveis toxicos.

Uma alternativa ao meio de cultura gelificado é o uso de meio liquido, que apresenta
uma série de vantagens quando comparado ao meio gelificado:

a) O custo é menor, porque nao ha gasto com substancias gelificantes.

b) A nutricdo dos explantes é melhor, porque ndo ha formacéao de gradiente de con-
centragao de nutrientes, principalmente se houver uma agitacao minima do meio
durante o cultivo.

¢) Os polifendis oxidados se difundem por todo o meio, havendo diluicao e menor
inibicao do crescimento do explante em cultivo.

d) Ousode meio liquido favorece o desenvolvimento de novas formas de cultivo que
permitam, por exemplo, algum grau de automatizagao do processo.

Entretanto, o uso de meio liquido apresenta alguns inconvenientes, entre os quais o
fato de os explantes de muitas espécies nao crescerem bem quando submersos.

Visando contornar esse problema, suportes fisicos tém sido utilizados, tais como
algodao e fibras de polipropileno, sobre os quais sao colocados os explantes para cultivo
(Youngy et al., 1991). Para permitir boa aeragao, o meio liquido é dosado de tal forma a
tocar os explantes, evitando sempre a imersao. Para algumas espécies - abacaxi e cana-
-de-acucar —, o cultivo vem sendo feito em meio liquido, preferencialmente ao cultivo em
meio gelificado, sobretudo nas fases de multibrotacao, alongamento e enraizamento, com
resultados bastante promissores, sem o uso de suportes solidos. Nesse caso, entretanto, sao
tomados alguns cuidados para que os explantes ndo fiquem submersos durante o cultivo.
O cultivo em camada fina de meio liquido, inferior a 1 cm, é um dos principais cuidados.

Seja utilizando meio gelificado ou liquido, a producao convencional de mudas micro-
propagadas é conduzida sempre com a utilizacao de frascos pequenos, com volumes de
meio de cultura que raramente ultrapassam 250 mL. Com esse volume reduzido de meio
de cultura, e também por falta de espaco interno, a quantidade de explantes cultivados em
cada frasco é pequena, o suficiente para produzir, no maximo, uma dezena de mudas de
abacaxi e um pouco mais de mudas de cana-de-acucar, por exemplo. Assim, numa biofa-
brica de porte médio, dezenas de milhares de frascos sdo necessarias para que um razoavel
numero de mudas possa ser produzido. Estima-se que, para producao de um milhdo de
mudas de abacaxi ou banana, no periodo de um ano, algo como 100 mil frascos precisam
ser manipulados, em atividades como lavagem, preparo de meio, fechamento, etiquetagem
e autoclavagem, o que resulta num grande envolvimento de mao de obra (Lee; Lee, 2011),
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que pode representar algo em torno de 60% do custo final da muda. Com isso, o custo por
muda produzida em frascos pequenos é muito alto (Etienne; Berthouly, 2002).

Assim, a micropropagacao convencional apresenta uma série de limitacdes, tais como:

a) Uso de frascos pequenos, raramente maiores que 250 mL.
b) Uso de baixo volume de meio por frasco, 50 mL ou menos.
¢) Uso de meio gelificado, que encarece o meio.

d) Uso de gelificantes, que podem alterar a composicdo do meio, por ndo serem
produtos inertes.

e) Problemas na nutricao, devido ao volume limitado do meio explorado pelos
explantes.

f) Acumulo de substancias téxicas em volta dos explantes, entre eles os polifendis
oxidados.

g) Deficiéncia na aeragao devido ao uso de frascos selados.

h) Acumulo de gases prejudiciais no interior dos frascos, como o etileno.

i) Alto consumo de energia elétrica.

j) Alto envolvimento de mao de obra para manipula¢ao de milhares de frascos.

k) Alto risco de contaminacao, principalmente bacteriana, devido a excessiva mani-
pulacao dos explantes e frascos.

[) Alto risco de misturas varietais devido ao excesso de manipulacao dos explantes e
frascos.

Visando contornar os problemas encontrados na micropropagagao, com o uso de
frascos pequenos, seja em meio gelificado seja em meio liquido, buscou-se viabilizar o uso
de meio liquido e novos frascos de cultivo, com maior volume, interligados numa nova con-
figuracao, dando origem a equipamentos denominados de biorreatores (Takayama; Akita,
1994). Nos biorreatores, além do uso de meio de cultura liquido, o ar é renovado durante o
cultivo, bem como é possivel fazer o monitoramento de alguns parametros essenciais ao
crescimento do explante, como pH, oxigénio dissolvido, temperatura e concentragao de
nutrientes (Paek et al., 2001, 2005). Em meados da década de 1990, a Embrapa deu inicio as
primeiras pesquisas visando ao desenvolvimento de um modelo de biorreator de imersao
temporaria, que culminou com o pedido de patente em agosto de 2000, e concessao pelo
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (Inpi) da carta patente em janeiro de 2017
(Anexo 1).

Basicamente, os modelos de biorreatores sao de dois tipos: os de imersao permanente
e os de imersdo temporaria. Em seguida, serao descritos os principais biorreatores de imer-
sao permanente e de imersao temporaria utilizados na micropropagacao.
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Principais tipos de biorreatores
de imersao permanente
utilizados na micropropagacao

A constituicao dos biorreatores de imersdao permanente é fundamentalmente amesma
dos fermentadores, equipamentos utilizados para cultivo de fungos e bactérias (Takayama;
Akita, 1994). Basicamente, os biorreatores de imersao permanente apresentam os seguintes
componentes: frasco de cultivo, motor elétrico conectado a um eixo que se estende até o
interior do frasco, onde se liga uma ou mais hélices agitadoras, bomba compressora de ar e
sensores de temperatura, pH e oxigénio (Takayama; Akita, 1994).

O frasco de cultura é desenhado de tal forma a permitir 6tima aeragao e homogenei-
zacao do meio de cultura, com um minimo de dano mecanico ao material em cultivo. Os
frascos podem ser feitos de vidro, policarbonato, polipropileno ou qualquer outro material
que suporte autoclavagem, a temperatura de 121 °C, durante 15 a 30 minutos. Frascos de
material plastico ndo autoclavaveis podem ser utilizados, desde que a esterilizagao seja feita
por radiacao gama ou quimica (Takayama; Akita, 1994).

A homogeneizagao do meio de cultura e a aeragao do material em cultivo sao feitas
de diversas formas, das quais a mais comum € a injecao de um fluxo de ar borbulhante a
uma determinada pressao, combinada ou ndo com o movimento de uma hélice no interior
do frasco de cultivo (Takayama; Akita, 1994). O ar que entra no sistema é esterilizado ao ser
forcado a passar através de uma membrana com poros de 0,22 um ou 0,44 um de diametro.
O volume dos frascos é variado, embora os de 1 L a 4 L sejam os mais utilizados (Takayama;
Akita, 1994).

Os fermentadores encontrados no mercado que podem ser adaptados para micropro-
pagacdo, em geral, sdo equipamentos com as seguintes caracteristicas:

a) Foram desenvolvidos especificamente para o cultivo de microrganismos.

b) Sao destinados apenas ao cultivo sob condi¢bes de imersao permanente e nao
permitem versatilidade no seu uso, por exemplo, nao ha como transformar um mo-
delo de imersao permanente em um modelo de imersao temporaria e vice-versa.

¢) Em sua maioria, sdo complexos do ponto de vista de montagem e funcionamento.

d) Sao, geralmente, de dificil manipulacao durante as fases de esterilizacdo, carga,
descarga e troca do meio de cultura.

e) Sao geralmente bastante caros.

Os primeiros biorreatores de imersao permanente foram utilizados para o cultivo de
células vegetais visando a producao de substancias do metabolismo secundario, de impor-
tancia industrial (Wagner; Vogelmann, 1977; Margaritis; Wallace, 1984; Fowler, 1987). Para
essa finalidade, poucas alteragdes nos fermentadores foram necessarias, ja que, assim como
0s microrganismos, as células vegetais necessitam, para seu crescimento e desenvolvimen-
to, de homogeneizac¢ao e borbulhamento do meio de cultura, a fim de propiciar uma tensao
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adequada de oxigénio. Posteriormente, os biorreatores foram testados para o cultivo de
gemas e segmentos nodais, para fins de micropropagacao.

O primeiro relato sobre o uso de biorreatores de imersao permanente na propagacgao
vegetal foi feito por Takayama e Misawa (1981), para micropropagacao de begdnia. Nesse
trabalho, os autores utilizaram segmentos nodais de plantulas estabelecidas in vitro, se-
guindo protocolos de cultivos convencionais. Os segmentos nodais foram inoculados em
biorreatores de imersao permanente do tipo coluna de bolhas, sendo possivel obter um
aumento da massa seca dos explantes da ordem de 20 vezes. Procedimentos similares foram
conduzidos para uma série de outras espécies vegetais, utilizando bulbos (Takayama, 1991;
Takayama; Akita, 1998), microtubérculos (Akita; Takayama, 1994) e cormos (Ziv et al., 1998).

Os biorreatores de imersao permanente foram utilizados igualmente na producao de
embrides somaticos (Denchev et al., 1992; Taurorus et al., 1992) e sementes sintéticas (Attree
et al., 1994; Onishi et al., 1994). A metodologia de producao de sementes sintéticas requer
completo dominio do processo de indugao e selecao de calos embriogénicos, bem como da
diferenciacao, maturacao e encapsulamento dos embrides somaticos, além da germinacao
das sementes.

Diversos tipos de biorreatores de imersao permanente foram desenvolvidos e utili-
zados no cultivo de gemas, embrides e plantas. Esses biorreatores sao classificados basica-
mente pelo tipo de agitacao, aeracao e construcao do frasco (Takayama; Akita, 1994).

Em seguida, serao descritos alguns tipos de biorreatores de imersao permanente, de
acordo com Takayama e Akita (1994).

Biorreator do tipo aerador agitador
(aeration-agitation bioreactor)

Em relacao ao funcionamento, este tipo de
biorreator é o mais parecido com os fermenta-
dores convencionais. A agitacao é basicamente
feita por meio de hélice ou hélices conectadas a
um eixo giratério (Figura 1). E basicamente utili- @ N
zado para cultivo de células e embrides somaticos @
(Kessel; Carr, 1972; Stuart et al., 1987; Preil et al.,
1988; Preil, 1991). Para o cultivo de gemas nodais
e hastes caulinares, esse modelo de biorreator ndo
€ 0 mais indicado, ja que, para haver uma boa ho-
mogeneizacao do meio, é preciso que a hélice gire
em velocidades suficientemente elevadas, o que

pode causar algum dano mecanico ao material
em cultivo. Ja para o cultivo de células e embrides

Figura 1. Biorreator do tipo aerador agitador (aeration-agitation

bioreactor): bico borbulhador (A); hélice agitadora (B); filtros de ar de

membrana de 0,22 um ou 0,44 um de diametro (C e D); motor elétrico (E).
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somaticos, o dano é minimo ou ausente, desde que a construcao considere o formato e o
tamanho da hélice e, durante o funcionamento, a rotacao seja a minima possivel, mas que
ainda permita uma boa homogeneiza¢dao do meio de cultura.

Biorreator do tipo tambor rotatoério
(rotating-drum bioreactor)

Para este biorreator, o
frasco de cultivo gira suave-
mente em movimentos rota-
cionais sobre dois eixos, que
servem ndo apenas de apoio,
como também para imprimir
ao frasco o movimento rota-
torio (Figura 2). O dano meca-
nico é minimo, permitindo o
seu uso no cultivo de células
e embrides, além de gemas e
hastes caulinares. Entretanto,
o nivel de oxigenacao s6 é adequado quando se utilizam meios de cultura com alguma
viscosidade (Tanaka et al., 1983).

Figura 2. Biorreator do tipo tambor
rotatério (rotating-drum bioreactor).

meio

Biorreator do @(D\ i

tipo filtro giratério
(spin-filter bioreactor)

O biorreator de filtro giratério apre-
senta um filtro conectado a um eixo central,
por onde o meio de cultura é carregado e
descarregado (Styer, 1985) (Figura 3). Esse
elemento é responsavel, igualmente, pela
homogeneizacao do meio. A aeracao do
material em cultivo é feita por borbu-
lhamento de ar, assim como ocorre no
biorreator do tipo aerador agitador (Figura
1). O biorreator do tipo filtro giratério
funciona muito bem para propagacao via
embriogénese somatica, a partir da fase de

multiplicacao de células embriogénicas até
a diferenciacdo e germinacao de embrides
somaticos (Wheat et al., 1986). As fases
iniciais da embriogénese, para a maioria
das espécies, é feita em meio gelificado, em

Figura 3. Biorreator do tipo filtro giratorio (spin-filter
bioreactor): bico borbulhador (A); filtro giratério (B);
filtros de ar de membrana de 0,22 um ou 0,44 um de
diametro (C e D); tubo de carregamento e descarre-
gamento de meio de cultura (E).
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placas de Petri ou frascos de pequeno volume. Na fase em que as células embriogénicas
podem ser isoladas e multiplicadas, é possivel transferi-las para o cultivo em meio liquido,

em biorreator.

Biorreator do tipo borbulhador de ar

(air-driven bioreactor)

O biorreator do tipo borbulhador de ar apre-
senta uma constituicdo muito simples (Figura 4).
A homogeneizacao do meio, bem como a aeragao
sao feitos via borbulhamento de ar a partir do
fundo do frasco. Pode ser de dois tipos: aeracao
simples ou coluna de bolhas.

A relacao altura/diametro de 1 a 2 define o
biorreator de aeracao simples; se a relacdo for de 3
ou acima, o biorreator é do tipo coluna de bolhas.
Esses modelos de biorreatores apresentam bons
resultados no cultivo de hastes caulinares, bulbos,
cormos e tubérculos (Takayama; Misawa, 1981;
Takayama et al., 1991a, 1991b), tendo sido desen-
volvido e utilizado primeiramente na micropropa-
gacao de Begonia por Takayama e Misawa (1981).

Biorreator do tipo elevacao
de ar (air-lift bioreactor)

Neste tipo de biorreator, o0 meio de cultura
se move de baixo para cima dentro de um tubo,
pelas bolhas de ar produzidas no fundo do frasco
de cultivo (Figura 5). Esse modelo apresenta bons
resultados, uma vez que ha uma boa aeracdo e
homogeneizacao do meio de cultura e pouco
dano mecanico ao material em cultivo (Park et al.,
1989). A Unica diferenca entre esse biorreator e o
modelo anterior é que o borbulhamento de ar é
feito dentro de um tubo centralizado no interior
do frasco de cultivo.

«© ( )
ar ar

— —
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Figura 4. Biorreator do tipo borbulhador de
ar (air-driven bioreactor): bico borbulhador
(A); filtros de ar de membrana de 0,22 um ou
0,44 um de diametro (B e Q).

Figura 5. Biorreator do tipo elevacao de ar
(air-lift bioreactor): bico borbulhador (A);
tubo condutor de bolhas (B); filtros de ar

de membrana de 0,22 um ou 0,44 ym de
diametro (C e D).
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Biorreator de aeracao por membrana
porosa ao oxigénio (oxygen permeable
membrane aerator bioreactor)

Neste biorreator, o frasco de cultura contém uma canalizacao fina em forma de espiral
feita de material poroso ao oxigénio, que pode ser teflon, silicone, policarbonato ou poli-
propileno, através do qual o oxigénio passa para o meio de cultura (Luttman et al., 1994)
(Figura 6). Esse modelo de biorreator nao apresenta problemas relacionados a dano meca-
nico, dado que nao ha nenhum tipo de agitagao, entretanto a homogeneizacao do meio de
cultura fica prejudicada. Para contornar esse problema, pode-se inserir um eixo central com
hélice agitadora na extremidade (Figura 7).

<_©

ar ar

Figura 6. Biorreator de aeracao por mem-
brana porosa ao oxigénio (oxygen permeable
membrane aerator bioreactor): tubo permea-
vel a gases (A); filtros de ar de membrana de
0,22 um ou 0,44 um de diametro (B e C).

Figura 7. Biorreator de aeracao por mem-

brana porosa ao oxigénio (oxygen permeable
membrane aerator bioreactor) com hélice
agitadora: tubo permedvel a gases (A); filtros
de ar de membrana de 0,22 um ou 0,44 um
de diametro (B e C); hélice agitadora (D);
motor elétrico (E).
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Biorreator do ®
tipo sobreaeracao <=
(overlay-aeration bioreactor)  “"

Neste modelo, aaeragao é feita por sopramento
do ar estéril sobre o meio de cultura. Eventualmente,
esse tipo de aeracao pode ser combinado com agita-
¢do suave do meio via eixo com hélice agitadora, vi-
sando homogeneizar e melhorar a aeracao do meio
(Figura 8) (Ishibashi et al., 1987 citado por Takayama;
Akita, 1994).

Principais tipos de
biorreatores de imer550 Figura 8. Biorreator do tipo sobreaeracao
tem po ra’ ria uti I izados (overlay-aeration bioreactor) com hélice agi-

tadora: bico soprador de ar estéril (A); hélice

na m icropro pagagéo agitadora (B); filtros de ar de membrana de

0,22 um ou 0,44 um de diametro (C e D);
motor elétrico (E).
Varios modelos de biorreatores de imersao
temporaria foram desenvolvidos no intuito de eliminar ou minimizar os problemas encon-
trados nos cultivos sob imersao permanente. No biorreator de imersao temporaria, 0 meio
de cultura permanece em contato com o explante por um periodo predeterminado. Em
seguida, o meio é drenado e o explante deixa de ficar em contato com o meio de cultura.

O principio do cultivo in vitro sob imersao temporaria foi primeiramente descrito por
Steward et al. (1952), os quais mostraram que segmentos de raizes de cenoura imersos em
meio liquido sob imersao temporaria apresentavam crescimento superior ao obtido em
meio gelificado. Para comparar o crescimento em meio liquido com o crescimento em meio
gelificado, Steward et al. (1952) delinearam e construiram um equipamento denominado de
“auxophyton”, que movimentava os frascos de cultura de forma rotacional de modo que, em
determinado momento, os segmentos de raiz fossem expostos ao ar no interior do frasco e,
no momento seguinte, submersos no meio liquido, conseguindo com isso um aumento da
matéria fresca de 60,5 mg (de 38,1 mg em 10 mL de meio gelificado para 98,6 mg em 10 mL
de meio liquido). O “auxophyton” era basicamente constituido de um baldo de vidro, no
qual foi feita uma modificacao pela insercdo de varias protuberancias arredondadas, onde
os explantes eram retidos durante o movimento rotacional do frasco, permitindo assim o
cultivo sob imersao temporaria.

Trés décadas apds os experimentos de Steward et al. (1952) mostrarem a superioridade
do cultivo sob imersao temporaria, apareceram os primeiros equipamentos que utilizavam
esse principio de cultivo para micropropagacao. Harris e Mason (1983) desenvolveram um
equipamento para cultivo de explantes de uva em meio liquido, em frascos de Erlenmeyer,
que apresentava o mesmo principio relatado por Steward et al. (1952). Nesse equipamento,
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o frasco de Erlenmeyer era inclinado para um lado e para o outro, automaticamente, em
intervalos predeterminados, de tal forma que, em certa posicao, o explante se encontrava
submerso e em outra posi¢ao nao submerso. O estoque inicial de explantes era obtido por
meio do cultivo por 28 dias em meio gelificado com 4dgar. Apo6s 90 dias de cultivo no meio
de imersao tempordria, a producao de brotos foi sete vezes superior ao rendimento obtido
no mesmo periodo em meio com agar.

A seguir, serdao descritos os principais modelos de equipamentos, agora denominados
biorreatores de imersao tempordria, que foram desenvolvidos para fins de micropropaga-
¢ao, tomando como base o processo desenvolvido por Steward et al. (1952).

Sistema de biorreator de imersao temporaria
segundo Tisserat e Vandercook (1985)

Tisserat e Vandercook (1985) desenvolveram um sistema de cultivo em imersao tempo-
raria constituido por uma grande camara de cultura, a qual era periodicamente abastecida
com meio de cultura (Figura 9). Segundo os autores, embora o controle da troca gasosa fosse
insatisfatorio, esse método de cultivo por imersdao temporaria mostrou-se muito superior ao
cultivo em meio gelificado.

O modelo desenvolvido por Tisserat e Vandercook (1985) (Figura 9) apresenta um
funcionamento bastante sofisticado. Esse equipamento é composto por trés tanques: o
tanque C é destinado ao meio de
cultura novo; o tanque F, ao meio em
uso; e o tanque K, ao meio usado,
que sera descartado. Através de um
sistema de programacao, a valvula
solenoide H direciona o fluxo de meio.
Inicialmente, o meio novo é inserido
no frasco Cviaentrada B. Do frascoC, 0
meio é transferido para o frasco F pelo
acionamento da bomba peristaltica D.
Do frasco F, 0o meio é transferido paraa
camara de cultivo | pela acao da bom-
ba peristaltica G e da valvula solenoide

Figura 9. Sistema de biorreator de imersao
temporaria segundo Tisserat e Vandercook
(1985): filtros de ar de membrana de 0,22 pum ou
0,44 um de diametro (A, E e J); via de entrada do
meio de cultura novo para o frasco C (B); frasco

de estoque inicial de meio de cultura novo (C);
bombas peristélticas (D e G); frasco de meio de

cultura em uso (F); valvula solenoide de trés vias
(H); frasco de meio de cultura usado para fins de
descarte (K); camara de cultivo (l).
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de trés vias H, que direciona o meio para a camara de cultivo I. Apds a imersao do material
de cultivo, o meio retorna, via vélvula solenoide H e bomba peristéltica G, para o frasco F e ali
permanece até que o ciclo recomece. Ao final de 2, 3 ou 4 semanas, dependendo da espécie
em cultivo, o meio em uso é direcionado ao frasco de descarte pela valvula solenoide H, ao
final do ultimo ciclo de imersao. Para funcionamento, o sistema depende de uma interface
com computador, a fim de determinar qual acdo sera conduzida e em que ordem. Nao basta
um simples sistema de temporizadores como em outros modelos de biorreator.

Sistema de biorreator de imersao temporaria
desenvolvido por Aitken-Christie e Davies (1988)

Aitken-Christie e Jones (1987) desenvolveram um sistema de cultivo sob imersao tem-
poraria na propagacao de Pinus. Nesse sistema, o meio nutritivo liquido é colocado sobre o
meio gelificado sobre o qual crescem os explantes. O meio permanece em contato com os
explantes por 4 a 6 horas. Ap0s esse periodo, o meio é retirado através de uma bomba de
vacuo, sendo o processo repetido
a cada semana. Esse procedimen- ©
to demonstrou que a adicao

temporaria de meio liquido trazia H
beneficios ao crescimento dos %
explantes.

@ B

Pouco tempo depois, Aitken-
-Christie e Davies (1988) desenvol-
veram um sistema semiautoma-
tico de cultivo, no qual plantulas
eram cultivadas em um grande
recipiente com uma camada de
meio gelificado, com adicao e re-
mog¢ao automatica e periddica de
meio liquido, sobre o meio
gelificado. O sistema de Aitken-

Figura 10. Sistema de biorreator de imersao temporaria desen-
volvido por Aitken-Christie e Davies (1988): camara de cultivo
Christie e Davies (1988) (Figura 10) (A); bombas peristalticas (B e C); temporizador multifuncional
é composto de uma camara de cul- (D); filtros de ar de membrana de 0,22 um ou 0,44 pm de diame-
tivo A e de dois frascos para meio tro (E, F e G); frasco de meio em uso (H); frasco de meio usado

de cultura: um para meio em uso para descarte (l).

(H) e outro para meio usado (l). Do frasco H, o meio é transferido para a camara de cultivo A,
via acionamento da bomba peristaltica B e temporizador multifuncional D. Apds a imersao
e a permanéncia na camara de cultivo por tempo determinado, o meio em uso retorna para
o frasco H pelo mesmo caminho da ida. Esse ciclo se repete uma vez por semana até que, ao
fim do periodo de cultivo, o meio é descartado pelo acionamento da bomba peristaltica C,
que transfere o meio da camara de cultivo A para o frasco de meio de descarte I.
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Sistema de biorreator de imersao temporaria
segundo Simonton et al. (1991)

Simonton et al. (1991) desenvolveram um sistema parecido com o de Aitken-Christie e
Davies (1988) (Figura 11). O sistema é constituido de um equipamento automatico de micro-
propagacao, onde o meio liquido é injetado sobre as plantulas em cultivo, de acordo com um
esquema de tempo preestabelecido. O controle do funcionamento da bomba peristéltica e
das valvulas solenoides é feito via placa microprocessadora conectada a um computador
de mesa. Embora esse sistema tenha apresentado um bom desempenho quanto ao preciso
controle da exposicao dos explantes ao meio de cultura, alguns problemas foram identifica-
dos, como o uso de frascos excessivamente grandes, de dificil manuseio, além de problemas
com contaminacao, especialmente do tipo bacteriana.

®
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Figura 11. Sistema de biorreator de imersao temporaria segundo Simonton et al. (1991): frasco
de meio de cultura em uso (A); filtros de ar de membrana de 0,22 um ou 0,44 um de diametro
(B, C, D, E e F); vélvulas solenoides (G, H, |, J e K); filtro de linha para filtragem e clarificacdo do

meio de cultura em uso (L); bomba peristaltica (M); camaras de cultivo (O, P e Q); frasco de meio
para descarte (N).

Biorreator de imersao temporaria
de acordo com Alvard et al. (1993)

O biorreator de imersao temporaria desenvolvido por Alvard et al. (1993) é constituido
de um frasco de dois compartimentos, um superior e um inferior, conectados entre si (Figura
12). O meio de cultura é colocado no compartimento inferior; e o material a ser cultivado, no
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Figura 12. Modelo de biorreator de imersao
temporaria de acordo com Alvard et al.
(1993): filtro de ar de membrana de 0,22 um
ou 0,44 um de diametro, por onde é exercida
pressao no compartimento inferior (A); filtro
de ar de membrana de 0,22 um ou 0,44 um
de diametro, por onde o ar é expelido do
compartimento superior, durante a injecao
de ar no compartimento inferior (B); via de
entrada do meio de cultura (C).

Biorreator de
imersao temporaria
denominado de Rita

O modelo desenvolvido por Alvard et al.
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superior. Esse meio de cultura passa do comparti-
mento inferior para o superior pela injecdao de ar
no compartimento inferior. Quando todo o meio
passa para o compartimento superior, ocorre bor-
bulhamento e aeracdo do meio em contato com
o material em cultivo. O ar é expelido através de
um orificio na tampa do compartimento superior.
Apds um periodo preestabelecido, a pressao do
ar no compartimento inferior é aliviada, o que faz
com que o meio, por gravidade, retorne ao com-
partimento inferior, permanecendo ali até que o
ciclo recomece.

(1993) foi modificado no que se refere a cons-
trucdo, mas o principio de funcionamento foi
mantido, dando origem ao sistema de biorreator
comercializado com a denominacdo de Rita
(do francés: récipient a immersion temporaire
automatique) (Teisson et al., 1995) (Figura 13).

O sistema Rita vem sendo testado para
vdrias espécies vegetais, com diferentes tipos de
explantes, apresentando resultados excelentes
(Alvard et al., 1993; Teisson et al., 1995; Cabasson
etal., 1997; Etienne et al., 1997, 1999, McAlister et
al., 2005; Carvalho et al., 2019).

Figura 13. Sistema de biorreator de imersao
tempordria denominado Rita, tendo como
referéncia o modelo desenvolvido por
Alvard et al. (1993): compartimento inferior
(A); compartimento superior (B); filtro de ar
de membrana de 0,22 um ou 0,44 um de
diametro, por onde é exercida pressao no
compartimento inferior (C); filtro de ar de
membrana de 0,44 um de diametro, por
onde o ar é expelido do compartimento
superior, durante a injecdao de ar no compar-
timento inferior (D).
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Biorreator de imersao temporaria desenvolvido
por Lorenzo et al. (1998) e Escalona et al. (1999)

Um exemplo mais recente de modelo de biorreator de imersao temporaria foi feito por
Lorenzo et al. (1998) para micropropagacao de gemas de cana-de-acgucar e Escalona et al.
(1999) para gemas de abacaxi (Figura 14). Esse sistema utiliza dois frascos, um para cultivo
do material vegetal e outro para estocagem do meio de cultura. A imersao temporaria dos
explantes é feita pela transferéncia do meio de cultura do frasco de meio para o frasco de
cultivo, ja que os frascos estdo unidos por mangueiras, dois a dois, configuracdo também
conhecida por frascos gémeos. A movimentacao do meio é feita por pressao ou vacuo, em
intervalos programados por sistemas de temporizadores.

ar @ @ ar
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Figura 14. Sistema de biorreator de imersao temporaria desenvolvido por Lorenzo et al. (1998) e
Escalona et al. (1999): frasco de meio de cultura (A); frasco de cultivo (B); filtros de ar de membrana de
0,22 pm ou 0,44 um de diametro (C e D).

Biorreator de imersao temporaria (modelo Embrapa)

Em 28 de agosto de 2000, a Embrapa registrou no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (Inpi) o pedido de patente de um biorreator de imersao tempordaria (n° PI0004185-
8) (Teixeira, 2011). Em 12 de janeiro de 2016, a carta patente foi concedida a Embrapa
(Embrapa, 2016) (Anexo 1).

O modelo desenvolvido pela Embrapa apresenta uma série de caracteristicas nao
encontradas em equipamentos anteriores, como sera descrito em detalhes mais adiante.
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Biorreator do tipo
fase gasosa

O biorreator do tipo fase gasosa (gaseous
phase bioreactor) (Weathers; Zobel, 1992;
Takayama; Akita, 1994) é equipado com um supor-
te perfurado sobre o qual o material em cultivo é
posicionado. O meio de cultura pulverizado sobre
o material em cultivo é, em seguida, drenado pela
base e novamente bombeado e pulverizado em
intervalos preestabelecidos (Figura 15). Esse tipo
de biorreator apresenta excelentes resultados no
cultivo de embrides, gemas e hastes caulinares,
porque nao ha dano mecanico ao explante, nem
agitacao via borbulhamento.

Biorreator do tipo névoa

Outra categoria de biorreator que nao se
enquadra nos modelos tradicionais de imersao
permanente ou tempordria é o do tipo névoa (mist
bioreactor) (Weathers et al., 2008). Nesse modelo, o meio de cultura é fornecido via névoa,
em goticulas muito pequenas, gerada num compartimento a parte do frasco de cultivo, via
ultrassom (Figura 16).
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Figura 15. Biorreator do tipo fase gasosa
(gaseous phase bioreactor): tela onde sao

posicionados os explantes para cultivo (A);
bomba peristaltica (B); filtros de ar de mem-
brana de 0,22 um ou 0,44 um de diametro
(C e D); bico aspersor de meio de cultura (E).

Figura 16. Biorreator do tipo névoa (mist
bioreactor) de acordo com Weathers et al.
(2008): bico nebulizador do meio de cultura
(A); compartimento superior (B); tela de cultivo
(C); equipamento de ultrassom (D); frasco para
coleta do meio de cultura, que se encontra em
uso (E); filtros de ar de membrana de 0,22 um
ou 0,44 um de diametro (F e G); compartimento
formador de névoa por ultrassom (H); bombas
peristalticas (I e J).
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Biorreator do tipo imersao por bolhas (BIB)

Outro modelo de biorreator é o de imersao por bolhas (BIB), desenvolvido por Soccol
et al. (2008). Esse modelo é feito de um cilindro de vidro ou qualquer outro material trans-
parente, com dois compartimentos, divididos transversalmente por uma placa porosa, com

poros de 170 um a 220 pum (Figura 17). A par-
te inferior tem uma altura de 3,5 cm com
entrada de ar. Na parte superior, que tem
24,5 cm de altura, sao colocadas as peneiras
(malha 18). Todos os componentes internos
sao feitos de aco inoxidavel. O biorreator
possui 28 cm de altura e 9 cm de diametro,
mas essas dimensdes podem ser alteradas.
O equipamento funciona com um sistema
interligado por mangueiras flexiveis de
silicone, através do qual o explante recebe
aeracao e solucao nutritiva por meio de
bolhas que se formam na parte inferior e se
movem verticalmente até atingir o topo do
equipamento; com isso, o material vegetal
fica imerso numa mistura de bolhas.

Sistema de
biorreator de
imersao temporaria
(modelo Embrapa)

A Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia desenvolveu e patenteou um
sistema de biorreator de imersao temporaria
(Embrapa, 2016) (Anexo 1), tomando como
base o principio de funcionamento do mo-
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Figura 17. Biorreator do tipo imersao por bolhas
desenvolvido por Soccol et al. (2008): filtros de
ar de membrana de 0,22 um ou 0,44 um de dia-
metro (A e B); peneiras, com malha 18, onde sao
posicionados os explantes (C, D e E); placa porosa,
com poros de 170 pm a 220 pm, responsavel pela
formacao das bolhas durante a movimentacao do
meio de cultura (F); compartimento inferior, onde
é colocado o meio de cultura (G); compartimento
superior, onde os explantes sao cultivados (H).

delo desenvolvido por Alvard et al. (1993) (Figura 18).

O biorreator desenvolvido pela Embrapa apresenta as seguintes caracteristicas que
normalmente nao sao encontradas em outros modelos de biorreatores:

a) O equipamento pode utilizar diferentes tipos de frascos, que podem variar quanto
aos seguintes aspectos: tamanho, formato, constituicao, tipo de tampa, transpa-

réncia, etc.

b) A montagem é relativamente simples e os componentes (valvulas solenoides, tem-
porizadores, fonte de ar comprimido, filtros de ar, fluxdmetro, conexdes metalicas,
mangueiras de silicone, etc.) sao de facil aquisicao.
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Figura 18. Desenho esquematico do biorreator de imersao temporaria desenvolvido pela Embrapa: frascos
de cultivo (1, 2, 3); frascos de meio (4, 5 e 6); filtros de ar de 50 mm de diametro e poros de 0,22 um (7, 8,9, 10,
11 e 12); valvulas solenoides (13, 14, 15, 16 e 26); temporizadores (19 e 20); fluxdmetro (21); compressor de ar
(22); filtro de dleo (23); frasco lavador de ar (24); cilindro de ar artificial (25); eletrodos (27, 28 e 29); canalizacao
(30e31).
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¢) O sistema é modular, tendo sido desenhado para comportar diferentes pares de
frascos (frascos gémeos), o que é determinado pela extensao das tubulac¢des, pelo
tamanho da estante e pela poténcia do compressor ou da fonte de ar comprimido.

d) O equipamento pode ser utilizado em diferentes ambientes, no que diz respeito a
intensidade de luz, ao fotoperiodo e a temperatura.

e) O equipamento foi desenvolvido para cultivo em regime de imersao tempordria,
mas, com pequenos ajustes, pode ser utilizado para cultivo em regime de imersao
permanente.

f) No regime de imersdao permanente, o equipamento pode funcionar sob regime
de borbulhamento continuo com diferentes fluxos de ar ou com borbulhamen-
to temporario, dependendo, para isso, de modificacbes na programacao dos
temporizadores.

g) Oequipamento permite fazer, ainda, uso de uma fonte de ar artificial com dosagens
especificas de oxigénio, nitrogénio e gas carbonico.

h) O equipamento pode ser utilizado tanto para cultivo de células, embrides e semen-
tes, quanto para cultivo de gemas, segmentos nodais, raiz e plantulas.

i) Embora tenha sido desenvolvido para cultivo de explantes vegetais, é possivel
adapta-lo para cultivo de bactérias, algas e fungos.

Memorial descritivo de um
kit de 40 pares de frascos

A sequir, serao descritos os principais componentes do biorreator de imersao tempo-
raria desenvolvido pela Embrapa, tomando como base o desenho esquematico mostrado
na Figura 18.

Frascos de meio de cultura (itens 1, 2 e 3)
e frascos de cultivo (itens 4, 5 e 6)

Tanto para meio de cultura quanto para cultivo, sao utilizados frascos de 5 L iguais
aos utilizados na comercializagao de agua mineral. Esse tipo de frasco foi escolhido por ser
atoxico - feito de plastico virgem - de facil aquisicao e de custo relativamente baixo. Além
disso, os pares de frascos que contém no maximo 1 L de meio sdao de facil manipulacao,
principalmente durante os procedimentos em capela de fluxo laminar de ar estéril. O uso
de frascos maiores, por exemplo, de 10 L ou mais, dificulta sobremaneira a manipulacao,
principalmente na capela de fluxo laminar.

A combinag¢ao de um frasco de 2,5 L ou 5 L para o meio de cultura e um frasco de
5L ou 10 L para o cultivo pode ser usada para algumas culturas, embora essa combinacgao
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precise ser cuidadosamente ajustada e testada antes de ser estabelecida como padrao na
multiplicacdo em larga escala. Porém, antes de escolher o modelo e a marca do frasco a ser
utilizado, deve-se verificar a sua disponibilidade no mercado. Os frascos utilizados para dgua
mineral — com excec¢ao de algumas marcas - estao protegidos por propriedade intelectual e
nao poderao ser utilizados.

Frascos de plasticos de PET [(Poli(tereftalato de etileno)] menores que 2,5 L geralmente
nao sao apropriados para a montagem de biorreatores, pois suas bocas sao de pequeno
diametro, o que dificulta a instalacao de bicos e mangueiras, além de dificultar a introducao
de certos tipos de explantes.

Outros frascos de vidro de menor volume (0,25L,0,5L,1Le 2 L), comuns em laborato-
rios, podem ser utilizados para determinados tipos de cultivo. Além de serem autoclavaveis,
o diametro das tampas e sua constituicao permitem a instalagdo de bicos para as manguei-
ras, além de facilitar a inoculacdo de material para cultivo. Entretanto, esses tipos de frascos
sao mais apropriados para os modelos experimentais, nos quais se utiliza pequeno nimero
de frascos.

Filtro de membrana para esterilizacao do ar de
entrada de cada frasco (itens 7,8,9, 10,11 e 12)

Varios tipos de filtros para esterilizacao do ar podem ser usados. Além do filtro de
50 mm de diametro, ha outros tipos de filtro, como os de 30 mm, autoclavaveis, e os filtros
descartaveis de 15 mm e 20 mm. Estes ultimos sao dificeis de ser utilizados, uma vez que
sao feitos para uso, basicamente, em seringas. Os filtros de 50 mm de diametro sao os mais
adequados, porque apresentam uma area de filtracdo maior e, com isso, exercem menor
resisténcia a passagem do ar, além de ter uma vida util mais longa (Figura 19).

O filtro com diametro de poro de 0,22 um é o mais indicado, embora possa ser testado
e eventualmente utilizado de forma rotineira o de 0,45 um. A vantagem do uso de filtro com
poro maior € a menor resisténcia a passagem do ar, além de ser mais barato. O uso rotineiro
deste ultimo tipo de filtro s6 deve ser feito apos testes cuidadosos.

Figura 19. Filtro autoclavdvel de membrana com poros de 0,22 um ou 0,45 um e 50 mm de diametro, para

esterilizacao do ar proveniente do compressor.

Fotos: Jodo Batista Teixeira
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Para cada frasco, é possivel fazer a combinacao de dois filtros (um de 0,45 um conecta-
do em série com outro de 0,22 um). No entanto, o filtro de 0,22 um deve estar mais proximo
do frasco. O uso dessa combinacgdo tem a vantagem de reduzir a chance de contaminacgdo do
meio de cultura, embora tenha a desvantagem de encarecer o equipamento e de aumentara
resisténcia a passagem do ar para os frascos. Entretanto, para ambientes que possam conter
grandes quantidades de contaminantes no ar, essa combinagao pode ser determinante na
reducao da taxa de contaminacao das culturas.

A resisténcia a passagem do ar no sistema — que deve ser sempre minimizada - é a
soma das resisténcias dos filtros (filtros duplos), a qual pode atingir valores muito altos e
prejudicar o funcionamento do equipamento, requerendo uma pressao de operacao muito
alta, o que é indesejavel. Com o uso de um filtro por frasco, a resisténcia a passagem do ar
cai quase pela metade, ja que a resisténcia do filtro de 0,22 um é um pouco maior que a do
filtro de 0,44 um.

Para prevenir possiveis problemas de contaminacao do meio de cultura, em vez do
uso de filtros duplos, a melhor alternativa é procurar manter a sala de cultura no nivel de
contaminacao o mais baixo possivel. Nesse caso, basta apenas o uso de um filtro com mem-
branas de poro de 0,44 um de diametro.

Valvula solenoide para gas
(itens 13, 14, 15, 16 e 26)

Valvulas solenoides sao utensilios elétricos compostos por uma bobina (solenoide) e
um pequeno émbolo de metal, o qual se movimenta dentro de um cilindro quando a valvula
é energizada. A bobina é montada num corpo metalico, com orificios, de tal forma que é
possivel interromper ou liberar automaticamente, via temporizador, o fluxo de ar no sistema.

Existem muitos tipos de valvulas solenoides no mercado, de diferentes precos e ca-
racteristicas de construcao e funcionamento. Para a montagem do modelo de biorreator da
Embrapa, utilizaram-se cinco valvulas solenoides: trés do tipo normalmente fechadas (13,
15 e 26) e duas valvulas do tipo normalmente abertas (14 e 16), com orificio interno de
4,0 mm (Figura 20). O diametro do orificio da valvula deve ser suficientemente grande para
permitir a passagem do ar com o minimo de resisténcia, dado que o sistema trabalha sob
baixa pressao.

Valvulas com orificio interno menor que 0,4 mm nao devem ser utilizadas, pois exercem
alta resisténcia a passagem do ar e exigem pressao de trabalho muito alta, sobrecarregando
o compressor desnecessariamente. Além disso, o que é mais importante, com a liberacao
de pressao do sistema feita por duas valvulas alternadamente (itens 13 e 16 da Figura 18),
ocorre contrapressao no momento em que o temporizador 20 é desligado para finalizacao
do ciclo de imersao/emersao. Com isso, pode haver retorno de certa quantidade do meio
de cultura para os frascos de cultivo, o que é indesejavel. Para evitar que isso aconteca, é
fundamental utilizar valvulas solenoides com orificio interno de diametro igual ou maior
que 4,0 mm, além da programacao adequada dos temporizadores.
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Figura 20. Vélvulas solenoides de duas vias.

Temporizadores digitais com capacidade
de pelo menos 16 programas e intervalo de
programacao minima de 1 minuto (itens 19 e 20)

O temporizador digital é o responsavel por acionar as vélvulas solenoides, a fim de que
o ciclo de imersao/emersao ocorra, de forma automatica, ou seja, segundo a programacao
preestabelecida (Figura 21). O sistema requer dois temporizadores independentes, que fun-
cionam com os reldgios sincronizados, ou um temporizador duplo, cujo relégio interno é um
s6, nao sendo necessaria a sincronizacao manual. Um terceiro temporizador pode ser neces-
sario se o sistema de iluminacao for especifico para cada kit, ja que as lampadas devem estar
ligadas por um perio-
do predefinido, por
exemplo, 14 horas por
dia. Alternativamente,
podem ser utilizados
controladores logicos
programaveis (CLPs),
que podem comportar
toda a programacao
necessaria para o fun-
cionamento do bior-
reator, embora sejaum
sistema de maior custo
e requeira a ajuda de
pessoal especializado

Figura 21. Temporizadores digitais.

Foto: Jodo Batista Teixeira

Foto: Jodo Batista Teixeira
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na sua montagem e programacao. Da mesma forma, é possivel fazer o controle de todo o
sistema por uma interface com um computador, incluindo uma interface wi-fi, que pode
estar conectada a internet.

Fluxbmetro com resolucao de 1 L por minuto para
medicao da vazao de ar para o sistema (item 21)

Fluxdmetros sdo pequenos aparelhos utilizados na medicao do fluxo de ar dentro de
um sistema (Figura 22). A medicéo é normalmente feita em litros por minuto. E um utensilio
muito simples que mostra em tempo real a velocidade com que o ar transita no interior da
tubulacao. Nao é um equipamento obrigatoério para o biorreator, mas pode ser utilizado
com algumas vantagens. E barato, preciso e permite monitorar o fluxo de ar de forma inde-
pendente do mandémetro acoplado ao filtro de éleo. O fluxdmetro deve ser usado de forma
adicional ao monitoramento do funcionamento via manémetro. A presenca de manémetro
no fluxémetro (Figura 22) é desnecessaria, ja que o monitoramento da pressao é feito em
outro ponto do sistema. O fluxdmetro é instalado o mais préoximo possivel da entrada de ar
nas valvulas solenoides 13, 14, 15 e 16 (Figura 18).

Foto: Jodo Batista Teixeira

Figura 22. Fluxometro com mandmetro
para monitoramento da pressao.
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Compressor de ar com reservatorio de ar
comprimido e com manémetro para ajuste
da pressao de funcionamento (item 22)

Em principio, qualquer compressor de ar pode ser utilizado, desde que apresente
reservatorio de ar comprimido (Figura 23). Pequenas unidades experimentais de biorreator
podem ser montadas com compressores simples, até mesmo com aqueles utilizados para
aquario ou similar.

=
Figura 23. Compressores de ar, com tanque de ar comprimido: compressor de ar comum lubrificado a 6leo (A);
compressor de ar nao lubrificado a 6leo (B).

Como a maioria dos compressores é lubrificada a 6leo, é essencial a conexao de um
filtro de 6leo na saida do tanque de ar comprimido. Compressores que nao sao lubrificados
a 6leo estao disponiveis no mercado e podem ser utilizados, embora sejam bem mais caros,
nao sendo recomendados para uso na producdao de mudas em larga escala. Entretanto, esses
apresentam uma grande vantagem, que é o baixo nivel de ruido quando em funcionamento,
o que, em determinadas circunstancias, pode ser considerado importante, sobretudo para
unidades experimentais.

Filtro de 6leo com
mandémetro para
monitoramento da
pressao de funcionamento
do sistema (item 23)

el 1
O filtro de ¢leo é essencial quando se Figura 24. Filtro de 6leo para filtragem do ar
usa compressor lubrificado a 6leo (Figura 24). que vem do compressor.

Fotos: Jodo Batista Teixeira

Foto: Jodo Batista Teixeira
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Além de filtro de 6leo, ele funciona como filtro para pequenas particulas, o que pode ser
interessante mesmo quando se utilizam compressores nao lubrificados a 6leo. O filtro de
6leo possui um mandémetro acoplado, o que é essencial para o0 monitoramento da pressao
de trabalho do sistema.

Frasco lavador de ar (item 24)

Ainstalacao do frasco lavador de ar visa umidificar o ar que entra no sistema, visto que,
no processo de compressao de ar, ha condensacdo de dgua e consequente desidratacdao do
ar que entra nos frascos, e isso pode levar a desidratacao do meio de cultura.

O frasco lavador de ar também contribui para retirada de impurezas sélidas e, pela
presenca de carvao ativado, sao retirados gases provenientes do tanque de ar comprimido.

Nos modelos mais recentes, o frasco lavador de ar foi eliminado, uma vez que se verifi-
cou que esse aparato era desnecessario quando nao prejudicial. O aumento de umidade do
ar no sistema pode estimular o crescimento de fungos no interior da tubulagao, sobrecarre-
gando os filtros de ar, além de aumentar as chances de contaminagdao do meio de cultura.

A instalacao de filtros adicionais na entrada da canalizacao de cada prateleira poderia
ser interessante, ja que isso iria contribuir para melhorar a qualidade do ar que chega aos
filtros de membrana e, consequentemente, aumentaria sua vida util. Entretanto, nao foi
possivel localizar no mercado, filtros de ar que se ajustassem a essa finalidade. Além disso, a
instalacdo de tais filtros poderia aumentar substancialmente a resisténcia a passagem do ar,
dificultando o funcionamento.

Cilindro de ar artificial (item 25)

Cilindro de ar artificial nada mais é do que um cilindro de ar comprimido que contém
uma mistura predeterminada de gases, conforme a solicitacao feita ao fornecedor. A con-
centracdo basica do ar artificial é de 78% de nitrogénio e 21% de oxigénio. A concentracao
de CO, vai depender da demanda do solicitante. Normalmente o ar atmosférico apresenta
uma concentracgao entre 350 ppm e 400 ppm de CO..

O cultivo de plantas em ambiente com aumento da concentragdao de CO, é benéfico.
A concentracao pode chegar a 1.500 ppm, e o intervalo adequado para testes de cultivo da
maioria das espécies é de 800 ppm a 1.200 ppm. O aumento da concentragao de CO, s6 se
justifica para cultivo autotrofico, ou seja, com meio de cultura desprovido de sacarose e na
presenca de alta intensidade luminosa.

O uso de cilindros com ar artificial s6 se justifica em testes experimentais, ja que o
custo desestimula o seu uso para fins de producao de mudas em larga escala. Caso o teste
com ar artificial com teor de CO, aumentado mostre grande beneficio, a alternativa mais
econdmica é o ajuste da concentracao de CO, da sala de cultura toda, ja que o metro cubico
de CO,; puro é muito mais barato que o metro cubico de ar artificial. Além disso, o consumo
de CO, por metro cubico da sala é de apenas 0,6 L para atingir uma concentracao do ar da
sala de 1.000 ppm e uma concentracao inicial de CO, do ar da sala de 400 ppm.
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Eletrodo para monitoramento do pH e
condutividade elétrica (itens 27, 28 e 29)

A presenca de eletrodos em, pelo menos, um frasco tem o propdsito de monitorar
alguns parametros importantes relacionados ao crescimento do explante e a presenca de
contaminantes microbianos (itens 27, 28 e 29 da Figura 18). Pela medicdo da condutividade,
de forma geral é possivel avaliar o consumo dos nutrientes. Ja pelo uso de eletrodos espe-
cificos, é possivel avaliar o consumo de diferentes nutrientes, como fésforo, potassio, calcio,
entre outros. Por sua vez, pela avaliacao do pH é possivel avaliar mudancas bruscas nesse
parametro, que podem estar associadas a presenca de fungos ou bactérias.

O uso de eletrodos depende do emprego de frascos e tampas apropriados que possam
comportar tantos eletrodos quantos forem desejados, permitindo a leitura dos parametros
em tempo real. Dessa forma, ndo é necessaria qualquer manipulacao dos frascos e das cul-
turas, minimizando as chances de contaminagao. Outra condi¢cao importante é que, para
serem conectados aos frascos, os eletrodos precisam estar estéreis. Para isso, é necessario
que suportem a esterilizacao por autoclavagem ou quimica.

Tubulacao de PVC de 15 mm para conexao
dos frascos em cada prateleira (itens 30 e 31)

Ao longo de cada prateleira, no sentido horizontal, sao utilizadas duas linhas de cano
de PVCde 15 mm de diametro externo e 11 mm de diametro interno ou qualquer outro tipo
de tubulagao, no entanto o de PVC é o mais pratico e barato para kits experimentais (Figura
25). Para producao industrial, outras alternativas sdo mais apropriadas, como as mangueiras
flexiveis, que permitem a conexao por engates rapidos, sobretudo das mangueiras conec-
tadas aos frascos. Cada linha de cano é entremeada por conexdes do tipo T, sendo um T
para cada frasco. Ao final da linha, para o ultimo frasco, basta um joelho ou um T com um

Figura 25. Tubulacdo horizontal
de PVC de 15 mm de diametro
para conexao com os frascos em
cada prateleira: visdao geral da
linha dupla de canos da prateleira
(A) e detalhe (B).

Fotos: Jodo Batista Teixeira
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dos orificios fechado. A conexao dos Ts com a mangueira, para cada frasco, é feita por um
adaptador ou redutor, a fim de que se torne compativel com o diametro da mangueira de
silicone que conecta os frascos.

Tubulacao de PVC de 28 mm
para conexao das prateleiras

Em uma das laterais da estante, sdo instaladas duas linhas de cano de PVC de 28 mm de
diametro externo, no sentido vertical (Figura 26). Na altura de cada prateleira, sao instalados
os Ts para conexao as duas linhas de cano de cada prateleira. Essa canalizacao apresenta
um diametro maior que a canalizacdo das prateleiras, a fim de permitir uma distribuicao
mais uniforme da pressao do ar antes de chegar até os frascos. Com isso, a troca do meio
é feita de forma sincronizada em todos os frascos, independentemente da prateleira. Cada
linha de tubulacao de PVC de 28 mm é conectada as valvulas solenoides. A conexao dessa
canalizagdo com as duas linhas de cano de cada estante e com as duas linhas que conectam
as valvulas solenoides é feita com mangueiras de silicone com diametro compativel.

Figura 26. Tubulacao lateral de PVC de 28 mm de diametro para conexao das prateleiras.
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Mangueiras de silicone para conexao
dos frascos, filtros e canalizacao de PVC

Mangueiras de silicone de 10 mm de diametro externo, 6 mm de diametro interno e
2 mm de parede sao usadas para conexao dos frascos com os filtros de ar e com as tubula-

¢oes de PVC de cada prateleira (Figura 27).

Esse tipo de tubulacdo é usado para co-
nectar os frascos aos filtros de ar e os filtros de
ar as duas tubulagdes horizontais de cada pra-
teleira. As mangueiras de silicone sdo flexiveis
e autoclavaveis, por isso sao as mais indicadas
para conexado dos frascos, filtros e canalizagcdo
de PVC.

Tubulacao de silicone
para o interior dos frascos

Mangueiras com a mesma especificagao -
10 mm de diametro externo, 6 mm de diametro
interno e 2 mm de parede - sao utilizadas no
interior dos frascos a fim de que se ajustem com
facilidade ao formato dos frascos e nao interfi-
ram no crescimento dos explantes (Figura 28).
Um kit de 50 pares de frascos demanda algo em
torno de 100 m de mangueira de silicone.

Tampa para os frascos,

com dois bicos para conexao

das mangueiras

A tampa utilizada nos frascos pode ser
de PVC ou de qualquer outro material auto-
clavavel. O importante é que apresente dois
orificios com bicos sobressalentes, tanto na
parte externa quanto na interna, com diametro
externo compativel com o diametro interno
da mangueira, ou seja, diametro externo de
8 mm (2 mm a mais que o diametro interno das
mangueiras, que é de 6 mm). Diametro interno
da mangueira menor em 2 mm permite uma
boa fixacao dela com o bico da tampa do frasco
(Figura 29).

Figura 27. Mangueira de silicone para conexao
dos frascos com o filtro de ar e a tubulagdo
horizontal de PVC.

Figura 28. Mangueiras de silicone para o inte-
rior dos frascos.

Figura 29. Tampa com orificios e bicos sobres-

salentes utilizada nos frascos.

Foto: Jodo Batista Teixeira

Foto: Jodo Batista Teixeira

Foto: Jodo Batista Teixeira



Foto: Jodo Batista Teixeira

Biorreatores de imersdao permanente e de imersao temporaria: constituicdao basica e funcionamento

Para um pequeno nimero, essas tampas podem ser feitas por profissional de microtor-
nearia, a partir de material plastico autoclavavel - PVC ou nylon. Para grande nimero, é mais
facil e barato adquirir as tampas diretamente do mercado.

Conexao do tipo T para a extremidade
da mangueira no interior dos frascos

Na extremidade de cada mangueira, no interior dos frascos, é conectado um T, cujas
dimensoes sao as seguintes: 8 mm de diametro externo, 4 mm de diametro interno e 2 mm

de parede (Figura 30).

Figura 30. Conexdes do tipo T instaladas na

extremidade das mangueiras no interior de
cada frasco.

A instalacao desse tipo de T na extremi-
dade da mangueira no interior dos frascos tem
a funcao de duplicar a abertura da mangueira,
além de mudar a posicao das aberturas para as
laterais. Com isso, o entupimento da entrada
da mangueira é menos provavel. Para casos
especificos, é possivel instalar adicionalmente
uma tela nas duas entradas dos Ts, a fim de
impedir qualquer tipo de oclusdao dos orifi-
cios. Essa adaptacao é feita, principalmente,
para o cultivo de explantes pequenos, como
embrides, calos e raizes. E oportuno lembrar
que o cultivo de calos é conduzido de forma
mais apropriada sob imersao permanente, ndo

havendo necessidade do uso de Ts. Nesse caso, o borbulhamento é feito com adaptador de
vidro sinterizado na extremidade da mangueira de modo a otimizar a aeracao do meio.

Unidade basica do biorreator (modelo Embrapa)

Na Figura 31, é apresentada a unidade basica de cultivo do biorreator desenvolvido
pela Embrapa, constituida pelos dois frascos de 5 L com tampas especificas, conexao de
mangueiras de silicone e filtros de ar de 0,22 um de diametro de poro. Essa unidade basica é
movimentada no laboratério, sem risco de contaminag¢ao microbioldgica. Qualquer trabalho
de inoculagao, troca de meio de cultura ou mudangas em algum segmento de mangueira ou
filtro de ar dessa unidade s6 podem ser feitos em capela de fluxo laminar de ar estéril e com

os devidos cuidados de assepsia.

Estante para instalacao do kit de
biorreator (modelo Embrapa)

A estante utilizada no modelo experimental (Figura 32) apresenta as seguintes
dimensoes: altura - 3,00 m; largura — 1,00 m; profundidade - 0,45 m; e intervalo entre as

prateleiras — 0,50 m.
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Figura 31. Unidade basica do
biorreator de imersao temporaria
desenvolvido pela Embrapa:
unidade basica do biorreator (A)
e detalhe da disposicdao das man-
gueiras (B) para funcionamento
como biorreator de imersao

temporaria.

Qualquer tipo de estante pode
ser utilizado para a montagem do
biorreator, desde que a profundida-
de minima seja de 0,45 m. A estante
descrita é de aco e a altura do pé-di-
reito da sala permite a instalacdo de
40 pares de frascos: 8 pares em cada
uma das 5 prateleiras. Com isso, ha
um melhor aproveitamento do es-
paco disponivel. A largura da estante
pode ser um pouco maior a fim de
comportar até 10 pares de frascos.
O numero maximo é de 50 frascos
por kit. E desaconselhavel ultrapas-
sar essa quantidade, devido a varios
problemas de funcionamento, como
a ma distribuicao da pressao de ar
no equipamento, o que interfere na
troca de meio entre os frascos.

A proposta inicial é a de que os
varios kits de uma mesma biofabrica
funcionem de forma independente.

Figura 32. Vista geral do kit experimental de
biorreator desenvolvido pela Embrapa.

Fotos: Jodo Batista Teixeira
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Para biofabricas grandes, com dezenas de kits em uso, pode-se fazer a agregacao de varios
kits, como, por exemplo, cinco conectados a um mesmo compressor de ar. Nesse caso, o
compressor alimenta uma barra de pressao, na qual sdo conectados os diferentes kits, via
valvula solenoide — uma valvula para cada kit. Para nao ocorrer uma queda de pressao muito
brusca, os diferentes kits de um mesmo conjunto devem ser programados para horarios
diferentes de funcionamento. Por exemplo, o primeiro kit seria programado para funcionar
as 6h da manha, o segundo as 6h10, o terceiro as 6h20 e, assim por diante, até o quinto kit,
que é programado para funcionar as 6h40. As 7h da manha, o ciclo de imersao/emersao de
todos os kits ja teria ocorrido, e 0 novo ciclo s6 voltaria a ocorrer ap6s o intervalo de tempo
programado para novo ciclo de imersao/emersao, que poderia ser, por exemplo, as 10h ou
mesmo as 12h, para ciclos com a frequéncia de 6 ou 4 vezes por dia, respectivamente.

Unidades menores, com 20 pares de frascos, ou menos, podem ser montadas em es-
tantes menores, diferentes da especificada anteriormente. Se o nimero de pares de frascos
nao ultrapassar uma dezena, a instalacdo pode ser feita numa simples bancada, desde que
tenha suporte para instalacao das lampadas e tubulacbes de ar.

Da mesma forma, um pequeno biorreator pode ser montado no interior de uma cama-
ra de crescimento, desde que a bomba compressora possa ser instalada internamente ou a
fonte de pressao possa vir de uma fonte externa.

Funcionamento do biorreator
(modelo Embrapa) sob regime
de imersao temporaria

O biorreator desenvolvido pela Embrapa permite varias configuragdes, como pode ser
visto nas diferentes figuras apresentadas na patente (Anexo 1). A seguir, serao descritas duas
configuragdes, que permitem o funcionamento no regime de imersao temporaria e no regi-
me de imersao permanente, tomando como base a disposicao das ligagdes por mangueira
entre os frascos, além da programacao dos temporizadores.

Para o bom funcionamento do kit de biorreator, uma série de acbes precisam ser
conduzidas, as quais dependem, principalmente, das caracteristicas de construcao de cada
kit. Na Figura 18, procurou-se mostrar a disposicao e a conexao entre as diferentes partes e
pecas que compdoem o biorreator de imersao temporaria desenvolvido pela Embrapa. Nessa
configuracao, foram utilizadas cinco valvulas de duas vias, das quais trés sao normalmente
fechadas (13, 15 e 26) e duas normalmente abertas (14 e 16).

Para iniciar o funcionamento, o compressor de ar (item 22 da Figura 18) é ligado no
modo automatico, ou seja, uma vez ligado, a pressao no tanque de ar comprimido aumenta
até atingir um valor entre 80 psi e 120 psi (libras por polegada ao quadrado), dependendo
do modelo utilizado. Entretanto, a pressao no tanque de ar comprimido nao é a pressao de
funcionamento do sistema, a qual é muito menor, algo em torno de 10 psi. Assim, a pressao
do ar na saida do tanque de ar comprimido precisa baixar até esse valor, o que é feito por
uma valvula reguladora de pressao, que ja vem acoplada ao compressor. Além do ajuste
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da pressao do ar, por essa valvula realiza-se um ajuste mais fino por meio do manémetro
acoplado ao filtro de éleo (item 23 da Figura 18).

Em sintese, tomando como base o esquema mostrado na Figura 18, o funcionamento
do biorreator no regime de imersao temporaria é basicamente o seguinte:

a)

b)

d)

O ar entra no tanque de ar comprimido por acao do compressor (22).

O ar sob pressao passa pelo filtro de 6leo (23) e chega até a primeira valvula sole-
noide (26). A pressao no mandmetro, acoplado ao filtro de 6leo, deve marcar um
valor préximo de 10 psi.

A valvula solenoide (26) deve estar aberta, ou seja, ligada, ja que é uma valvula
normalmente fechada; com isso, o fluxo de ar segue, passa pelo fluxdmetro (21) e
pelo lavador de ar (24). Em seguida, chega até as valvulas solenoides de niumero 14
(normalmente aberta) e de numero 15 (normalmente fechada).

Em sequida, o fluxo de ar chega a canaliza¢ao (30), uma vez que a vélvula solenoide
de nimero 13 encontra-se fechada.

O fluxo de ar segue e passa pelos filtros esterilizadores de ar (9, 8 e 7) e chega até
os frascos de meio (3,2 e 1).

Com isso, ha aumento de pressao do ar no interior dos frascos (3,2 e 1) e o meio de
cultura comeca a subir pela mangueira de silicone que une os frascos.

No maximo em 1 minuto, o meio de cultura passa para os frascos de cultivo
(6, 5 e 4) e, quando todo o meio é transferido para esses frascos, ocorrem alguns
segundos de borbulhamento. A transferéncia do meio do frasco de meio para o
frasco de cultivo é feita de forma simultanea para todos os pares de frascos, do kit,
demorando, no maximo, 1T minuto.

Durante a transferéncia do meio do frasco de meio para o frasco de cultivo, o
ar segue via filtros esterilizadores de ar (12, 11 e 10) e chega a canalizagdo (31).
A pressao nessa canalizacao é liberada pela valvula solenoide (16), que se encontra
aberta, ja que é do tipo normalmente aberta.

Ao final de 1 minuto, o temporizador (20) libera energia elétrica para as valvulas
13,14,15 e 16. Com isso, ha inversao de funcionamento das valvulas: as de numero
13 e 15 se abrem e as de nimero 14 e 16 se fecham, havendo inversao no sentido
do fluxo de ar no sistema.

O fluxo de ar, entao, passa pela valvula 15, chega até a canalizacao 31 e, via filtro de
esterilizacao de ar (12, 11 e 10) atinge os frascos de cultivo (6, 5 e 4).

A pressao nesses frascos aumenta e o meio de cultura inicia seu caminho de volta
para os frascos de meio (3, 2 e 1) pelo mesmo caminho da ida. Ap6s 1 minuto, todo
o meio de cultura ja deve ter sido transferido para os frascos de meio.

Ao final do segundo minuto de funcionamento, o temporizador (19) desativa o
funcionamento da valvula 26. Com isso, hd queda de pressdo do ar nos frascos 6,
5 e 4 e cessa o borbulhamento nos frascos 3, 2 e 1. O temporizador (20) continua
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liberando energia para as valvulas solenoides (13, 14, 15 e 16) por mais 1 minuto,
para garantir que a pressao de ar no sistema caia a zero e nao haja refluxo de meio
dos frascos de meio para os frascos de cultivo.

m) Ao final, entdo, de 3 minutos, termina o ciclo de imersao e o sistema volta ao estado
de repouso por algumas horas, periodo que pode ser, por exemplo, de 2, 3,4, 6, 8
ou 12 horas, o que define a frequéncia de imersao didria. A frequéncia de imersao
diaria deve ser sempre submultiplo de 24, para que os ciclos de imersao ocorram
sempre nos mesmos horarios durante um periodo de 24 horas pois isso facilita a
inspecdo peridédica do funcionamento do biorreator.

Para que o sistema funcione conforme o descrito, é necessario que os temporizadores
19 e 20 (Figura 18) tenham sido programados de forma adequada. Como exemplo, um pro-
grama para imersao de 1 minuto e frequéncia diaria de imersao a cada 3 horas é mostrado
na Tabela 1.

Tabela 1. Hordrio programado de funcionamento do temporizador 19 para a valvula solenoide 26 (normalmente
fechada) e do temporizador 20 para as valvulas solenoides 13 e 15 (normalmente fechadas) e 14 e 16 (normalmente
abertas), para ciclos de imersao de 1 minuto a cada 3 horas e frascos de cultivo da esquerda — 6, 5 e 4 (Figura 18).
Para essa programacao, o temporizador deve permitir, pelo menos, 16 programas.

Temporizador 19 Temporizador 20

Desliga Desliga
Oh 0h02 0h01 0h03
3h 3h02 3h01 3h03
6h 6h02 6h01 6h03
%h 9h02 9h01 9h03
12h 12h02 12h01 12h03
15h 15h02 15h01 15h03
18h 18h02 18h01 18h03
21h 21h02 21h01 21h03

E importante ressaltar que a Tabela 1 é um exemplo de programacao para sistema
de imersao temporaria, sem periodo de descanso do meio nos frascos de cultivo. Caso o
temporizador permita, pode-se fazer a programac¢ao de um periodo de descanso do meio
nos frascos de cultivo, ou seja, uma vez ocorrida a imersao dos explantes, o meio de cultura
permanece nos frascos de cultivo por um periodo predeterminado. Por exemplo, 1 minuto
para transferéncia do meio dos frascos de meio para os frascos de cultivo, seguido de um pe-
riodo de 10 minutos de descanso do meio nos frascos de cultivo e, sé ao final desse periodo,
ocorre o retorno do meio para os frascos de meio. Esse tipo de programacao permite que
o meio de cultura fique em contato com o explante, por qualquer tempo predeterminado,
sem que ocorra borbulhamento durante esse periodo, ja que o borbulhamento por longo
tempo pode ser prejudicial ao explante. O nao borbulhamento nesse caso é proposital, para
evitar excesso de oxigenagao do meio de cultura.
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Na Tabela 2, ¢ mostrado um exemplo de cultivo sob imersao temporaria, com uma fre-
quéncia de imersao de 1 minuto a cada 3 horas e periodo de descanso do meio nos frascos
de cultivo por 10 minutos. E importante ressaltar que essa programacao sé é possivel caso
o temporizador 19 permita, pelo menos, 32 programas; e o temporizador 20, 16 programas.

Tabela 2. Horério programado do temporizador 19 para a valvula 26 (normalmente fechada) e do temporizador
20 para as vélvulas solenoides 13 e 15 (normalmente fechadas) e 14 e 16 (normalmente abertas), para ciclos de
imersao de 1 minuto a cada 3 horas e tempo de descanso do meio nos frascos de cultivo por 10 minutos, sendo o

cultivo conduzido nos frascos da esquerda — 6, 5 e 4 (Figura 18).

Liga Desliga Liga Desliga
Oh 0h01 0h11 0h12
3h 3h01 3h11 3h12
6h 6h01 6h11 6h12
9h 9h01 9h11 %h12
12h 12h01 12h11 12h12
15h 15h01 15h11 15h12
18h 18h01 18h11 18h12
21h 21h01 21h 21h12

0h11 0h13
3hM 3h13
6h11 6h13
9h11 9h13
12h11 12h13
15h11 15h13
18h11 18h13
21h1 21h13

Os testes de funcionamento do sistema de biorreator, programacdo do ciclo de imer-
sao/emersao, sao feitos antes da inoculacao dos explantes. O sistema deve permitir varias
possibilidades de programacgao, sempre com intervalos minimos de 1 minuto.

A programagao mais comum é aquela em que o tempo de imersao é de 1 ou 2 minutos
para a transferéncia do meio dos frascos de meio para os frascos de cultivo, sequido de 1
ou 2 minutos para transferéncia do meio dos frascos de cultivo para os frascos de meio, ou
seja, um tempo de imersao bastante curto. Para garantir que todo o meio de cultura seja
transferido dos frascos de meio para os frascos de cultivo e de volta para os frascos de meio,
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é importante ajustar a programacao das valvulas com a pressao de funcionamento. Com
isso, ha garantia de que nao fique nenhum residuo de meio nos frascos de cultivo, o que
seria indesejavel.

A programacao exemplificada para dois temporizadores sincronizados basicamente
€ a mesma para qualquer utensilio programavel, como, por exemplo, o controlador légico
programavel (CLP).

Preparo, esterilizacao e montagem
dos pares de frascos no biorreator

O preparo dos frascos do biorreator envolve as seguintes fases:

a) Primeiramente, as mangueiras, em grupo de dez, que unem os frascos aos pares,
sao reunidas em um saco plastico de PVC suficientemente grande para permitir
que elas nao fiquem dobradas no seu interior.

b) Em seguida, as tampas, jd conectadas aos filtros de ar e as mangueiras que vao
no interior dos frascos, sdo reunidas em dois grupos de dez e acondicionadas em
outro saco plastico de PVC, tomando o cuidado para que nao figuem dobradas.

¢) Os sacos plasticos sao fechados com barbante de algodao cru ou qualquer outro
material autoclavavel, desde que seja de facil manuseio.

Dessa forma, para cada prateleira — dez pares de frascos - sdo utilizados trés sacos plas-
ticos, um com as mangueiras de conexao e dois com as tampas, conectadas aos filtros de ar
e as mangueiras do interior de cada frasco. Se o protétipo for de 50 pares de frascos — cinco
prateleiras de dez pares cada —, deverao ser preparados, de uma sé vez, 15 sacos plasticos,
sendo dez sacos para as tampas com filtro de ar e cinco sacos para as conexdes entre os
frascos.

As mangueiras de silicone e os sacos plasticos de PVC suportam autoclavagem por 20
minutos a temperatura de 121 °C e pressao de uma atmosfera.

Os frascos de cultivo e de meio sao esterilizados quimicamente em solucao de hipo-
clorito de sddio a 0,06%. O procedimento de esterilizacao é basicamente o seguinte:

a) Um volume de agua deionizada, preferencialmente autoclavada, de 200 mL é adi-
cionado a cada frasco de 5 L a ser esterilizado. Em seguida, 1,0 mL de hipoclorito de
sédio a 12% é adicionado a cada frasco, o que resulta numa solucao de hipoclorito
de sédio de 0,06%, a qual é suficiente para esterilizar o frasco.

b) Em seguida, os frascos sdo tampados com a tampa que acompanha cada frasco no
momento da aquisi¢ao, normalmente uma tampa azul.

¢) Ofrasco é, entao, colocado em saco plastico virgem de PVC, com volume suficiente
para comportar o frasco de 5 L e ser lacrado. Em seguida, o frasco é agitado por
alguns segundos para que a solucao de hipoclorito entre em contato com toda
a superficie interna do frasco. Para se obter a esterilizacdo do frasco, basta que a
solucao de hipoclorito apenas molhe a superficie interna do frasco por igual.
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Apos esse tratamento, os frascos sdo armazenados até o momento do uso, que
pode ser na parte da tarde do mesmo dia ou no dia seqguinte. Como o numero é
grande, os frascos devem ser preparados com antecedéncia, sem os atropelos de
ultima hora.

Imediatamente antes do uso, a tampa do frasco é afrouxada e o frasco emborcado
a fim de que a solucao de hipoclorito passe do interior do frasco para o interior do
saco plastico. Com isso, a solucao de hipoclorito entra em contato com a boca e a
tampa do frasco. Quando toda a solucdo de hipoclorito tiver sido transferida para
o saco plastico, o frasco é novamente fechado com a mesma tampa azul, agora
totalmente estéril.

A solucao fora do frasco, mas dentro do saco plastico, é movimentada de tal forma
a banhar o frasco pelo lado de fora, completando a esterilizacdo. E importante
ressaltar que o saco plastico precisa estar suficientemente lacrado para nao ocorrer
extravasamento da solucao de hipoclorito para a bancada da capela.

Este ultimo procedimento de esterilizacdo pode ser feito fora ou ja dentro da capela
de fluxo laminar, imediatamente antes do uso dos frascos.

Apds a autoclavagem das mangueiras e tampas e esterilizacao quimica dos frascos,
é feita a montagem dos pares de frascos, imediatamente antes do uso, sendo con-
duzida na seguinte ordem:

« Ossacos plasticos que contém as tampas e as conexoes sao levados para a capela
de fluxo laminar.

« O saco plastico com os frascos é aberto, e o frasco retirado de dentro do saco
plastico é colocado sobre a superficie de trabalho da capela de fluxo laminar,
para que seja imediatamente montado.

+ O saco plastico com hipoclorito é descartado.

Nao é necessario enxaguar o frasco, uma vez que o volume de residuo de solucao
de hipoclorito remanescente no frasco é pequena e a concentragdo de hipoclorito
muito baixa, nao sendo tdxica para o material vegetal a ser cultivado.

Cada tampa é retirada do saco plastico em que foi autoclavada, tomando-se
o cuidado de nao tocar os bicos da tampa, bem como a ponta das mangueiras
conectadas a cada tampa.

A mangueira que fica no lado inferior da tampa é inserida em um dos frascos e
a tampa respectiva rosqueada, sendo o frasco colocado de lado para preparo do
frasco parceiro, de forma semelhante.

Apo6s o preparo de dois frascos, a mangueira que une os frascos é retirada do saco
plastico respectivo, tomando-se o cuidado de nao tocar com as maos nas extremi-
dades da mangueira conectada ao bico da tampa de um dos frascos. Em seguida,
a outra extremidade da mangueira é conectada ao bico da tampa do outro frasco.
Assim, a unidade bdsica do biorreator estd pronta e pode ser retirada da capela
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de fluxo laminar e armazenada em carrinho ou prateleira, onde permanece até o
momento do uso.

O meio de cultura e todos os materiais necessarios sao esterilizados em autoclave, com
pelo menos um dia de antecedéncia, para haver tempo suficiente para o resfriamento.

Embora o meio de cultura possa ser esterilizado via ultrafiltracao, esse método normal-
mente nao é utilizado. O grande volume de meio utilizado, que pode chegar a 50 L por kit de
biorreator, torna o processo de ultrafiltragao bastante complicado.

Assim, a autoclavagem é o método preferido para esterilizagao do meio de cultura. Em
relacdo as mangueiras, filtros e tampas, o tratamento com radiacdo gama pode ser uma boa
alternativa, desde que esteja disponivel em local préximo e que o custo compense.

Teste de funcionamento em regime de imersao
temporaria antes da inoculacao de material vegetal

Antes da inoculacao de material vegetal, o biorreator deve passar pelo teste de funcio-
namento. Para isso, é feita a montagem com materiais nao esterilizados. Os frascos de meio
recebem um volume de dgua equivalente ao volume de meio a ser utilizado para cultivo. Em
seguida, é feito o ajuste da pressao do sistema para 10 psi. Essa pressao podera ser aumen-
tada ou diminuida, a fim de permitir uma troca de meio entre os frascos no tempo esperado.

Utilizando a opg¢ao “manual” de funcionamento do temporizador 19, a valvula solenoi-
de 26 é energizada. Com isso, a valvula se abre, libera ar para o sistema e a pressdao sobe nos
frascos de meio - 3, 2 e 1 (Figura 18). Entao o ciclo de imersao/emersao é iniciado.

Como esperado, o meio de cultura deve ser transferido para o frasco de cultivo segun-
dos antes do final do primeiro minuto. Além disso, a transferéncia do meio para os frascos
de cultivo deve ocorrer de forma simultanea para todos os frascos. Caso a transferéncia do
meio nao seja simultanea em todos os frascos, algum problema estd ocorrendo em um ou
mais pares de frascos.

Para que essa pressao seja suficientemente alta e uniforme nos frascos de meio, é
necessario que sejam atendidas as seguintes condicoes:

a) A pressao precisa estar ajustada em, pelo menos, 10 psi.
b) Nao deve haver vazamento em nenhum ponto do circuito de ar.

¢) A canalizacao vertical na lateral da estante precisa ter um diametro interno maior
que a canalizacao horizontal das prateleiras, para que a pressao seja distribuida de
forma simultanea para todas as prateleiras.

d) Os filtros de ar devem apresentar resisténcia uniforme ao fluxo de ar.

e) O grau de saturacao das membranas filtrantes deve estar abaixo de um limite
aceitavel.

f) O numero de autoclavagens dos filtros deve ser de, no maximo, dez.
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Em relacao aos filtros, os seguintes cuidados adicionais devem ser tomados:

a) Verificar, mesmo quando novos, a resisténcia ao fluxo de ar de cada filtro.
b) Verificar, durante a vida util, a resisténcia do fluxo de ar de cada filtro.
c) Nao misturar filtros novos com usados num mesmo kit de biorreator.

d) Devem-se utilizar, num determinado kit de biorreator, filtros de ar que apresentem
resisténcia similar ao fluxo de ar, sejam novos ou usados.

e) Nao utilizar filtros que apresentem resisténcia acima de um determinado valor.
Tomar como referéncia a resisténcia média dos filtros novos.

f) Datar cada filtro, para que possa ser utilizado sempre dentro de um mesmo grupo.

g) Efundamental assinalar o nimero de autoclavagens de cada grupo de filtro de um
mesmo Kkit.

Com o uso, o filtro de ar pode apresentar aumento na resisténcia a passagem do ar
devido a saturacao progressiva da membrana filtrante. Assim, é fundamental avaliar esse
aumento na resisténcia para verificar o grau de saturacao dos filtros. No caso de aumento da
resisténcia dos filtros, é fundamental ajustar o funcionamento do equipamento referente as
transferéncias do meio de cultura de um frasco para outro. Se houver necessidade, a pressao
de funcionamento deve ser aumentada para que o equipamento funcione adequadamente.
Certo aumento de resisténcia ao fluxo de ar é toleravel desde que o aumento da pressao de
funcionamento nao seja superior a 15 psi.

Outro problema que pode ocorrer é a saturacao desuniforme entre os filtros, o que vai
criar pontos de maior ou menor resisténcia a passagem do ar. Nos frascos conectados aos
filtros de ar de menor resisténcia, a movimentacao do meio é mais rapida. Com isso, obser-
va-se que, enquanto o meio de um determinado frasco ja foi transferido completamente
para o frasco gémeo, em outros frascos a transferéncia de meio ainda nao foi concluida, o
que é indesejavel.

Se aresisténcia ao fluxo de ar for muito alta e, sobretudo, desuniforme, o equipamento
nao funcionara adequadamente, havendo necessidade de substituicao dos filtros.

Se a transferéncia é uniforme para todos os frascos, mas, ao final de 1 minuto, ela nao
se completar, pode-se aumentar a pressao para até 15 psi, mantendo a mesma programacao
de 1 minuto para transferéncia do meio entre os frascos. Se mesmo assim a transferéncia de
meio ndo se completar, pode-se aumentar o tempo para 2 minutos.

A avaliacdo da resisténcia do fluxo de ar num determinado filtro pode ser feita de
diferentes formas. Existem diversos modelos de medidor de vazdo de ar no mercado que
podem ser utilizados. No laboratério ou na biofabrica, é possivel montar um aparato bem
simples dispondo dos recursos disponiveis. Basta conectar uma bomba de pressao a um me-
didor de vazao semelhante ao fluxdmetro mostrado na Figura 22 e definir um valor de fluxo,
por exemplo, de 10 L/min. Em seguida, conecta-se o filtro usado - ou 0 novo - na saida do
fluxémetro e faz-se a leitura do fluxo de ar. Apds a medicao do fluxo de filtros novos, faz-se
a média das leituras e toma-se esse valor como o valor padrao para aquele grupo de filtros
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novos. Em seguida, os filtros usados sao avaliados e toma-se como referéncia o valor de
vazao de 80% - em relacdo a média de vazao dos filtros novos — para serem reaproveitados.

Filtros usados e com um aumento aceitavel na resisténcia podem ser reutilizados,
mas com a ressalva de que todos os filtros de um mesmo kit apresentem leituras préximas.
Eventualmente, havera necessidade de ajustar a pressao de funcionamento ou alterar o
tempo de troca de meio. A primeira opcao — aumento da pressao — é a mais facil de ser feita,
desde que a pressao necessaria ndo ultrapasse 15 psi. Os filtros com leitura abaixo de 80%
em relagao aos filtros novos devem ser descartados.

Funcionamento do biorreator
(modelo Embrapa) sob regime
de imersao permanente

Para o funcionamento do biorreator (modelo Embrapa) sob imersdo permanente, a
disposicao das conexdes das mangueiras de silicone é mostrada na Figura 33. Nesse caso, a
mangueira que conduz o ar do compressor toca o fundo do frasco da direita e a mangueira
que une os frascos toca o fundo do frasco da esquerda. E importante notar que a direcao
do fluxo de ar é apenas num sentido - do frasco da direita para o frasco da esquerda. Em
hipétese alguma, o fluxo pode ser invertido, a nao ser que a posicao das mangueiras seja
alterada.

Figura 33. Disposicao das man-
gueiras nos frascos para funcio-
namento do biorreator sob imer-
sdo permanente (A) e detalhe da
conexdo das mangueiras (B).
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Para que o biorreator funcione sob imersao permanente com borbulhamento conti-
nuo, basta que a valvula solenoide 26 esteja aberta o tempo todo, ou seja, o temporizador 19
deve estar ligado e as valvulas solenoides 13 e 15 devem ser do tipo normalmente fechadas
e as valvulas 14 e 16 normalmente abertas.

Para que o biorreator funcione com imersao permanente e borbulhamento tempo-
rario, a programacao do temporizador 19 deve ligar e desligar a valvula solenoide 26, no
tempo desejado, por exemplo, a cada hora. O tempo de borbulhamento deve ser de 10
minutos, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Programacao de horario do temporizador 19 para acionamento da vélvula solenoide 26 (normalmente
fechada) e valvulas solenoides 13 e 15 (normalmente fechadas) e 14 e 16 (normalmente abertas), com tempo
de borbulhamento de 10 minutos em cada hora, cultivo em ambos os frascos e direao do fluxo de ar do frasco
da direita para o frasco da esquerda (Figura 18). O temporizador 19 deve permitir, pelo menos, 48 programas e o
temporizador 20 deve ficar desligado o tempo todo.

Temporizador 19

Desliga Desliga Desliga
Oh 0h10 8h 8h10 16h 16h10
Th 1h10 %h %h10 17h 17h10
2h 2h10 10h 10h10 18h 18h10
3h 3h10 11h 11h10 19h 19h10
4h 4h10 12h 12h10 20h 20h10
5h 5h10 13h 13h10 21h 21h10
6h 6h10 14h 14h10 22h 22h10
7h 7h10 15h 15h10 23h 23h10

Em ambos os casos, as valvulas solenoides 13, 14, 15 e 16 ficam o tempo todo desliga-
das. E importante ressaltar que o temporizador deve ter a capacidade para, pelo menos, 48
programas, para a programacgao mostrada na Tabela 3.

Fatores fisicos e quimicos que afetam o
crescimento do explante em biorreator
de imersao temporaria (modelo Embrapa)

O monitoramento fisico-quimico dos ambientes interno e externo do frasco de bior-
reator é necessario para que se obtenham plantas sadias, com alta qualidade, que resultem
em aclimatizacao bem-sucedida, em condi¢bes de casa de vegetagao ou telado. Os princi-
pais fatores fisico-quimicos serdo discutidos a seguir: temperatura, iluminacao, qualidade e
intensidade luminosa, fotoperiodo, aeracao e homogeneizagao do meio, tempo de imersao,
volume do frasco de cultivo, densidade de in6culo, meio de cultura e nutricao dos explantes.
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Temperatura

A faixa 6tima de temperatura de cultivo em biorreator é a mesma utilizada no cultivo
tradicional - de 24 °C a 28 °C. Para algumas espécies de clima quente, como a cana-de-
-acucar, uma faixa de temperatura de 28 °C a 32 °C pode ser melhor. E oportuno lembrar
que, em temperaturas mais altas, o crescimento de contaminantes, como bactérias e fungos,
também é maior. Além do mais, o borbulhamento pode resultar em perda maior de meio
por evaporacao durante os ciclos de imersao.

J4, na fase de estabelecimento, o cultivo numa temperatura mais elevada pode ser
interessante para estimular o crescimento de eventuais contaminantes e, assim, permitir o
descarte mais rapido dos explantes contaminados, desde que essa temperatura mais alta nao
afete o crescimento do material vegetal. Entretanto, a fase de estabelecimento é conduzida
normalmente em frascos convencionais para s6 entdao serem transferidos para o biorreator.

lluminacao

A iluminagcdo, mesmo em sistema heterotréfico ou mixotréfico, é fundamental para
permitir o bom desenvolvimento das gemas, tanto na fase de estabelecimento quanto nas
fases de multibrotacdo, alongamento e enraizamento.

As lampadas mais utilizadas sdo as fluorescentes, tipo luz do dia, tubulares, de 20W ou
40 W. Entretanto, o uso desse tipo de lampada apresenta uma série de problemas, tais como:
aquecimento, da prépria lampada e principalmente do reator, tempo de vida relativamente
curto e contaminag¢ao ambiental apos o descarte. Nos ultimos anos, uma nova alternati-
va de iluminacao - as do tipo LED (light emission diode) - surgiu e vem substituindo, com
vantagens, as lampadas fluorescentes. Esse tipo de lampada - na verdade, existem muitas
variacoes de lampadas de LED - apresenta uma série de vantagens em relagao as antigas
lampadas fluorescentes. Apresentam menor aquecimento - nao utilizam reatores -, tém
maior tempo de vida util, apresentam espectro de emissao de luz constante e consomem
menos energia elétrica. Uma gama de modelos ja esta disponivel no mercado para aten-
der aos mais diferentes fins. Atualmente, a grande desvantagem dessas lampadas é o alto
custo de aquisicdo, que ainda é algumas vezes maior que o das lampadas fluorescentes.
Entretanto, com a popularizacdao no uso das lampadas de LED, seu custo devera reduzir
significativamente nos préximos anos.

Qualidade, intensidade luminosa e fotoperiodo

O espectro luminoso refere-se a combinacao de cores da fonte de luz a ser utilizada.
A qualidade do espectro é um fator importante ndo apenas para a fotossintese, mas também
para o bom desenvolvimento da planta. A fotossintese requer um espectro com pico na faixa
do azul e pico no vermelho, que corresponde ao espectro de absorcao das clorofilas a e b. Ja
o funcionamento dos fitocromos requer comprimentos de onda de luz vermelha - 660 nm —
e vermelha distante - 730 nm. O sistema de fitocromos controla uma série de mecanismos
na planta, tais como: germinacao de sementes, inducao de florescimento, desenvolvimento
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do cloroplasto, senescéncia foliar, abscisao foliar, gancho plumular, expansao foliar e alon-
gamento caulinar.

Visando avaliar a aplicacao de luz de LED no cultivo in vitro, varios autores testaram
diferentes comprimentos de onda, ou seja, as diferentes cores das lampadas de LED sobre
as diferentes fases de crescimento do explante, como estabelecimento, multiplicacdo de
gemas, alongamento e enraizamento e até mesmo aclimatizacao (Bula et al., 1991; Miyashita
et al., 1995; Takana et al,, 1998; Hann et al., 2000; Nhut et al., 2003).

Assim, a presenca de luz com diferentes cores é fundamental para que a planta tenha
crescimento e desenvolvimento normais in vitro, mesmo que o cultivo esteja sendo feito na
presenca de sacarose ou outro aclcar qualquer, isto €, numa condi¢ao mixotréfica, quando
a energia para crescimento e desenvolvimento do explante vem do acucar e também, em
maior ou menor grau, da fotossintese.

Para haver alta taxa fotossintética, é necessaria alta intensidade de luz, além eviden-
temente da presenca de CO.. Entretanto, tem sido observado in vitro que uma certa taxa
fotossintética ocorre mesmo em intensidade de luz mais baixa, justificando o uso do termo
“mixotrofia” para esses casos. Para o cultivo mixotroéfico, a intensidade luminosa deve estar
acima de 50 umol/m?/s. Ja para o cultivo autotréfico — quando toda a energia para cresci-
mento provém da fotossintese —, a intensidade luminosa deve ser superior a 100 umol/m?/s.
(Nguyen; Kozai, 2001; Zhang et al., 2009; Xiao et al., 2011).

Atualmente, ha poucas informacdes sobre o uso rotineiro de biorreator foto autotroéfi-
o, ou seja, aqueles modelos nos quais é possivel cultivar plantas sob condi¢des autotroficas,
sob iluminacao suficientemente elevada, que permita o funcionamento normal do aparelho
fotossintético e o alcance de altas taxas de fotossintese e crescimento. Entretanto, com o
aparecimento das lampadas de LED de alta intensidade e adequada qualidade de espectro,
o cultivo em biorreator no sistema autotréfico devera se tornar cada vez mais frequente.

O fotoperiodo é um importante fator relacionado ao regime de luz da sala de cultura.
Ele pode interferir significativamente no crescimento e na resposta in vitro. Existem basica-
mente trés tipos de plantas em relacao a resposta ao fotoperiodo: espécies de dias longos,
espécies de dias curtos e espécies indiferentes ou neutras. As plantas de dias longos sdo
aquelas que florescem quando o comprimento do dia é igual ou maior que o valor critico.
Em termos mais precisos, sao aquelas espécies que florescem quando o periodo de escuro
continuo é menor que o periodo critico. Sdo exemplos de plantas de dias longos a alface e
o trigo. J4 as plantas de dias curtos florescem quando o comprimento do dia é menor que o
comprimento critico, ou seja, o comprimento do periodo de escuro continuo é maior que o
valor critico. Sao exemplos de espécies de dias curtos a soja e 0 morango.

Por sua vez, as plantas indiferentes sao aquelas que vegetam e florescem em qualquer
época do ano e dependem de outros fatores para a inducao do florescimento. Sao exemplos
de plantas indiferentes a banana e o abacaxi. Assim, é importante considerar essas caracte-
risticas da espécie para alcancar os melhores resultados no cultivo in vitro. Por exemplo, para
plantas de dias curtos, como a soja, o cultivo deve ser feito em dias longos — 12 a 16 horas
por dia. J4, para o caso das plantas de dias longos como a alface, o cultivo deve ser feito em
dias curtos — 12 ou menos horas por dia. Com isso, se inibe a inducao de florescimento, que
prejudicaria o crescimento do explante in vitro, sendo, portanto, indesejavel.
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A inducdo do florescimento in vitro é influenciado por outros fatores além do com-
primento do dia, como, por exemplo, teor de sacarose e combinacao hormonal do meio de
cultura (Dickens; Staden, 1988; Tee et al., 2008).

Aeracao e homogeneizacao do meio

As plantas requerem oxigénio para o seu crescimento e desenvolvimento. No caso
de culturas em biorreatores, a difusao natural do oxigénio é conduzida pela agitacao ou
pelo arejamento forcado do meio de cultura. Em biorreator de imersao temporaria, a troca
gasosa é conduzida nos frascos durante os ciclos de imersao/emersao. Assim, apos cada
ciclo de imersao/emersao, o equilibrio gasoso no interior dos frascos é restabelecido e fica
aproximadamente igual ao do ar atmosférico.

A renovacao do ar, feita ao longo do dia, permite também a atualizacdo da concentra-
¢ao de CO; nointerior dos frascos, o que é essencial para estimular o processo fotossintético,
sobretudo se a superficie verde dos explantes for consideravel e a intensidade luminosa
suficientemente alta. Mesmo na presenca de agucar, é importante estimular a fotossintese,
ja que isso pode contribuir para a formacao de uma planta mais vigorosa, melhor enrai-
zamento, melhor desenvolvimento do aparelho fotossintético, incluindo os estbmatos, e
maior percentagem de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacao.

O enriquecimento da atmosfera dos frascos com CO, sé deve ser feito em cultivo auto-
tréfico, na presenca de alta intensidade luminosa — acima de 100 umol/m?/s. Para elevar o nivel
de CO,, é necessario dispor de uma fonte de CO.. O uso de um cilindro de ar artificial com a
concentracao de CO; ajustada para o valor desejado — por exemplo, 1.000 ppm ou 1.200 ppm -
é uma das formas de fazer isso, desde que o equipamento seja adaptado para permitir a sua
injecdo automatica no interior dos frascos na quantidade desejada. Outra possibilidade é
conectar um cilindro de CO, puro ao sistema. Entretanto, isso exige a instalacao de um meca-
nismo preciso para injecao de gas em cada frasco, o que vai encarecer desnecessariamente o
sistema, ja que a demanda por frasco e por ciclo de imersao é pequena, da ordem de 5 mL de
CO; puro por frasco de 5 L, para atingir a concentracao de 1.200 ppm de CO..

Alternativamente, é possivel optar pelo ajuste da concentracao de CO, de toda a
sala de cultivo para valores entre 1.000 ppm e 1.200 ppm. Por exemplo, para uma sala de
4 mx 3 mx8m (96 m?), para se elevar a concentracao de CO, de 400 ppm para 1.000 ppm,
sao necessarios em torno de 57,6 L de CO, puro, o que é um volume relativamente pequeno,
considerando que o consumo de CO, é pequeno e a reposicao com baixa frequéncia. Para
manter a concentracao de CO, na sala de cultivo, basta instalar um mecanismo automatico
de monitoramento da concentracao de CO, e reposi¢cao automatica do CO, consumido e
difundido para fora da sala.

Tempo e frequéncia de imersao

Em cultivo sob imersao temporaria, o tempo de imersao deve ser determinado de tal
forma a permitir boa absorcdo de nutrientes pelo explante. No entanto, ao mesmo tempo,
deve prevenir o aparecimento de qualquer problema, como, por exemplo, hiper-hidricidade
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e/ou oxidagao fendlica. O tempo de imersao varia consideravelmente para diferentes espé-
cies e para diferentes tipos de explantes. Segundo Etienne et al. (1997), tempos de imersdo
curtos (1 minuto a cada 12 horas) estimularam a producao de embrides somaticos em café e
seringueira. Ja Berthouly et al. (1995) mostraram que o tempo de imersao para microestacas
de café afetou substancialmente a taxa de multiplicacdo, como estimado pelo nimero de
nos produzidos, apos 6 semanas de cultivo. Tempos de imersdo de 1,5 e 15 minutos aplica-
dos a cada 6 horas resultavam em taxas de multiplicacao de 3,5; 5,4 e 8,4, respectivamente.
Em adicdo, o tempo 6timo de imersdo variava dependendo da espécie de café. Para Coffea
arabica, era de 15 minutos a cada 6 horas; para microestaca de Coffea canephora, apenas 1
minuto a cada 6 horas.

J& para micropropagacao de brotos de abacaxi, o tempo de imersao utilizado foi de 2
minutos a cada 3 horas (Escalona et al., 1999); e, para cana-de-agucar, de 2 minutos a cada 9
horas (Lorenzo et al., 1998). Em ambos os casos, nao foi observado o aparecimento de brotos
hiper-hidricos.

Segundo Etienne e Berthouly (2002), pelo menos para café, para prevenir o apareci-
mento de hiper-hidricidade o tempo de imersdao é mais importante que a frequéncia de
imersao. Se o tempo de imersao for de 1 minuto, uma alta frequéncia de imersao nao resulta
no aparecimento de hiper-hidricidade. Os mesmos autores afirmam que o tempo de imer-
sdo e a frequéncia de imersao sdao os principais parametros a serem considerados para o
desenvolvimento de protocolos de micropropagacao por meio de biorreatores de imersao
temporaria.

Volume do frasco de cultivo

O volume do recipiente a ser utilizado no biorreator tem grande importancia, pelo
menos no que se refere a alguns aspectos, como, por exemplo, o volume maximo de meio
que pode ser utilizado e o espaco livre para o crescimento das mudas. O espaco livre nada
mais é do que o volume de ar do frasco de cultivo, apds a adicao do meio de cultura e
dos explantes (headspace). Além do mais, o volume total do frasco é importante para haver
espaco suficiente para crescimento, evitando a compactacao e o estiolamento das mudas.
Essa compactacao pode levar a inibicao do crescimento e resultar em grande numero de
mudas pequenas e frageis, que podem nao sobreviver a fase de aclimatizacdao. O volume
de ar do headspace pode ter influéncia na quantidade de oxigénio disponivel para um bom
crescimento, além de fornecer espaco suficiente para o crescimento das mudas. Krueger et
al. (1991) demonstraram que recipientes maiores (7 L) tiveram efeito positivo na eficiéncia
de micropropagacao de serviceberry (Amelanchier x grandiflora Rehd.), notadamente por
evitar a compactacao das mudas e estimular o alongamento.

Densidade de in6culo

De modo geral, para a producao de uma quantidade grande de mudas em biorreator,
grande quantidade de explantes deve ser preparada como in6culo inicial. Os propagulos
mais adequados sao as multigemas, os multibrotos, os protocormos, os calos embriogénicos
e os embrides somaticos, além de hastes com varias gemas axilares cada.
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Em geral, para qualquer tipo de explante a ser cultivado in vitro, hd sempre uma rela-
¢ao 6tima entre a quantidade de material e o volume de meio utilizado, o que normalmente
€ chamado de densidade de indculo (Pérez-Alonso et al., 2007). Como em biorreatores sao
utilizados frascos grandes de 5 L ou mesmo 10 L, a quantidade de explantes por frasco é
sempre alta, ja que o volume de meio pode chegar a 1 L ou, em casos especiais, a 2 L, di-
ferentemente do que ocorre no processo convencional, com frascos pequenos, em que o
volume de meio raramente ultrapassa 50 mL. Assim, a quantidade de material a ser cultivado
por frasco é sempre alta e deve-se manter a densidade de in6culo em valores adequados.
Lorenzo et al. (1998) determinaram que, em sistema de biorreator de imersao temporaria,
o volume 6timo de meio por explante de cana-de-agucar era de 50 mL. Para 5 mL de meio
por explante, encontraram uma taxa de multiplicacao de 8,3. Ja para 50 mL de meio por
explante, a taxa de multiplicacao foi de 23,9, para um periodo de 30 dias de cultivo. De forma
semelhante, Escalona et al. (1999) determinaram que o volume 6timo para cultivo de brotos
de abacaxi era de 200 mL por explante. Entretanto, volumes maiores por broto resultavam
numa reducdo da taxa de multiplicacao.

A maneira mais adequada para se determinar a densidade de inéculo 6tima é pelo
teste de diferentes pesos de explantes para determinado volume de meio. Deve-se evitar
conduzir os testes de densidade utilizando o nimero de explantes por volume de meio,
ja que a quantidade de material vegetal varia de acordo com o tipo de explantes e com a
espécie. Um broto de cana-de-acgucar difere em peso de um broto de abacaxi, diferindo de
um broto de banana, e assim por diante.

Entretanto, é importante considerar que nao é possivel, pelo menos operacionalmen-
te, determinar um valor de densidade de cultivo 6timo para todo o periodo de cultivo, dado
que a densidade aumenta com o cultivo, numa curva semelhante a curva de crescimento
sigmoidal, observada para o crescimento de qualquer organismo vivo. Assim, o que se de-
termina é a densidade inicial para um determinado periodo de cultivo.

Se houver variacao do periodo de cultivo, a densidade inicial devera ser ajustada.
Pode-se tomar, como regra geral, que a densidade de inéculo inicial pode ser um pouco
menor para periodos longos, e o contrario para periodos mais curtos. Isso parece um con-
trassenso, mas pode-se explicar da seguinte forma: para periodos de cultivo mais curtos,
é importante utilizar maior quantidade inicial de explantes para estimular o crescimento
inicial. Como o periodo de cultivo é mais curto, o meio de cultura serad renovado mais fre-
guentemente, nao havendo tempo para se exaurir algum nutriente ou acumular alguma
substancia prejudicial ao crescimento. O contrario acontece para periodos mais longos.
Entretanto, é importante ponderar que densidades de cultivo muito altas e muito baixas no
inicio podem inibir o crescimento do explante, inviabilizando o estabelecimento da cultura.

No inicio do cultivo em biorreator, ja na fase de alongamento, a quantidade de inéculo
deve ser aquela que ird produzir o nimero esperado de mudas por frasco, por exemplo,
para abacaxi e banana, algo entre 100 e 200 mudas. Assim, a quantidade de material inicial
€ a que vai resultar em 100 a 200 mudas. O que ira variar sera a quantia de meio inicial, além
da frequéncia de renovacao do meio. Tomando como base a determinacao do volume por
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explante feita por Escalona et al. (1999), que foi de 200 mL, e considerando que, em 200 mL,
sejam produzidas de 20 a 40 mudas (100 a 200 mudas por 1.000 mL), o volume por muda
corresponde a 10 mL ou 5 mL, o que, grosso modo, esta de acordo com a relacao broto por
volume de meio comumente utilizado. Como os explantes de abacaxi demoram de 45 a 60
dias em biorreator para serem levados para a fase de aclimatizacdo, podem-se fazer duas
renovagdes do meio, em 20 e 40 dias, utilizando 500 mL de meio no primeiro periodo de
cultivo e 1.000 mL no segundo periodo. Com isso, ha economia de meio na primeira fase, ao
mesmo tempo em que se estimula o crescimento, com maior densidade de inéculo noinicio
do cultivo. Qualquer outra combinagao precisa ser obtida por testes experimentais.

Meio de cultura e nutricao dos explantes

O meio de cultura utilizado em biorreator é basicamente o mesmo utilizado para o
cultivo em frascos convencionais. Entretanto, algumas consideracées podem ser feitas.
A nutricdao em meio liquido em frascos de biorreator é feita a partir do contato do meio
com toda a superficie do explante. J& no processo convencional, principalmente quando
se utiliza meio gelificado, a nutricdo do explante se restringe a base do explante, isto é,
no ponto de contato deste com o meio de cultura. Com isso, no cultivo em biorreator, a
absorcdo dos nutrientes é maior e mais rapida, o que eventualmente justifica a realizagcao
de testes para verificar a necessidade de ajustes, principalmente na composicao dos sais do
meio basico, normalmente o MS (Murashige; Skoog, 1962). O meio de MS é considerado um
meio salino muito concentrado, pelo menos em relagao a alguns nutrientes, como nitro-
génio e potassio, e menos concentrado em outros, como o fésforo. Dessa forma, os ajustes
devem levar em consideracao inicialmente os teores desses nutrientes. Entretanto, alterar a
formulacao salina de determinado meio nao é trivial, e os testes devem ser conduzidos com
muito critério; do contrario, serd uma perda de tempo e esforco, com resultados na maioria
das vezes inconsistentes. Antes de qualquer alteracao na composicao do meio de cultura, os
testes devem primeiramente levar em consideracao o ajuste do tempo e da frequéncia dos
ciclos de imersao/emersao.

A sacarose e, em menor extensao, a glucose e a frutose sao os carboidratos mais
utilizados in vitro. Em geral, quando a sacarose é fonte Unica de agucar, observa-se rapida
hidrélise — 6 a 7 dias. A glucose e a frutose sao consumidas progressivamente nas 2 a 3 se-
manas seguintes. Apos 4 semanas de cultivo, apenas uma fragao da glucose e frutose estara
presente no meio de cultura (Gontier et al., 2005). Assim, raramente, a renovacao do meio
deve passar de um més.

Eventualmente, ajustes devem ser feitos na concentracdo de reguladores de cresci-
mento, ja que, em cultivo em meio liquido, a absorcao e o efeito dessas substancias sobre o
explantes podem ser maiores em comparagao com o cultivo em meio gelificado.

Durante o preparo dos meios, alguns cuidados devem ser tomados em relagdo as
solucdes de estoque, as quais devem ser expostas a luz pelo tempo estritamente neces-
sario. A luz, invariavelmente, altera os componentes do meio, e umas substancias sao mais
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sensiveis do que outras. Da mesma forma, como durante o cultivo o meio fica exposto a luz
durante o fotoperiodo (12 a 16 horas), é importante proteger os frascos de meio contra a luz,
envolvendo-os com uma pelicula opaca. Nao ha referéncia na literatura sobre esse cuidado
com o meio de cultura, mas vale a pena ser testado, ja que o resultado pode ser significativo.
Apenas num calculo rapido, o tempo exposto a luz para um fotoperiodo de 12 horas é de
720 minutos didrios. Caso o frasco de meio esteja protegido, para uma programacao de 2
minutos para os ciclos de imersao a cada 2 horas, a exposicao total didria serd de 24 minutos,
ou seja, 3,3% do periodo total de exposicao a luz. Como, em geral, o intervalo entre as imer-
sdes é maior que 2 horas, o tempo de exposicao a luz sera ainda menor. Se o intervalo entre
as imersdes for de 12 horas, o tempo de exposicdao do meio de cultura a luz serd apenas de
0,56%, caso os frascos de meio estejam protegidos da luz.

Para manter o alto grau de qualidade, o meio de cultura deve ser renovado com a
devida frequéncia, que normalmente varia de 15 a 30 dias, dependendo principalmente da
espécie em cultivo. Para espécies de crescimento mais rapido, como a cana-de-agucar, a
renovacao do meio deve ser feita a cada 2 semanas. Ja para espécies de crescimento mais
lento, como a banana e abacaxi, a renovacao pode ser feita a cada 3 ou mesmo 4 semanas.

A renovacao do meio de cultura deve ser realizada nao apenas pela deterioracao na
presenca de luz, mas principalmente porque, durante o cultivo, os nutrientes sao absorvi-
dos, atingindo niveis limitantes para o crescimento dos explantes. Além do mais, pode haver
acumulo de substancias indesejaveis, como os polifendis oxidados.

Durante os ciclos de imersao, o meio de cultura é borbulhado por maior ou menor
periodo de tempo, dependendo do ajuste do equipamento, sobretudo no que se refere a
pressao de funcionamento. Considerando que o oxigénio, que é transferido para o meio de
cultura nesse processo, pode alterar o meio de cultura, uma medida para manter a qualidade
do meio é a adicao de substancias antioxidantes, como acido ascorbico, cisteina e glutatio-
na, bem como substancias adsorventes, como o PVP-40 (polivinilpirrolidona) e o PVPP-40
(polivinilpolipirrolidona). O PVP-40 e o PVPP-40 podem ser adicionados separadamente ou
em conjunto com os antioxidantes. A adicao de PVP-40 e PVPP-40, além de proteger o meio
de cultura da acao oxidativa do oxigénio, previne qualquer efeito prejudicial da presenca de
fendis oxidados.

O pH inicial de 5,7-5,8 varia durante o cultivo, a medida que os nutrientes vdao sendo
absorvidos e substancias organicas vao sendo excretadas pelo explante, a despeito de uma
certa capacidade tamponante do proprio meio. Inicialmente, o pH tende a cair, principal-
mente como resultado da absor¢ao preferencial de ions NH4* e da respectiva exsudacao
de prétons (H*). Numa segunda fase, o pH volta a subir pela absor¢cdao de NOs, devido a
exsudacio de ions OH" (Hvoslef-Eide et al., 2005). E oportuno lembrar que a absorcio de
outros ions também contribui para a variacao do pH do meio. O pH pode igualmente variar
devido a outros fatores, como o acimulo de CO- no interior do frasco de cultivo (Skirvin et
al., 1986). Entretanto, a variacao do pH parece nao afetar significativamente o crescimento
e o desenvolvimento do explante, ja que raramente sao adicionadas ao meio substancias
tamponantes como forma de impedir essa variagao.
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Aplicacoes do biorreator de imersao
temporaria (modelo Embrapa)

O biorreator de imersao temporaria pode ser empregado em varios tipos de cultivo in
vitro. A seguir, alguns desses tipos serao discutidos.

Cultivo de gemas e diferentes propagulos
para fins de micropropagacao

O biorreator de imersao temporaria (modelo Embrapa) foi desenvolvido, primeiramen-
te, para o cultivo de explantes vegetais, sobretudo gemas e embrides somaticos, visando a
micropropagacao, ou seja, producao de mudas clonais de alta qualidade, tanto do ponto de
vista de sanidade quanto fisiolégico.

De acordo com Murashige (1974), a micropropagacao envolve, em termos gerais, as
seguintes etapas:

a) Fase de estabelecimento do material in vitro.
b) Fase de multiplicacdao ou multibrotacao das gemas em cultivo.
¢) Fase de preparo para transferéncia das mudas para condi¢des ex vitro.

Esta ultima fase compreende alongamento ou crescimento das gemas, enraizamento
e aclimatizacao (Teixeira, 2006).

Na fase de estabelecimento, diferentes tipos de explantes sao utilizados, tais como
apices caulinares, segmentos nodais e segmentos de folhas. Em ambiente de ventilacdao de
ar estéril, os explantes passam por um processo criterioso de desinfestacao, antes de serem
inoculados em frascos com meio de cultura devidamente esterilizado. O meio de estabe-
lecimento contém os nutrientes minerais e organicos, além de substancias reguladoras de
crescimento, 0s quais sao necessarios ao crescimento e ao desenvolvimento do material em
cultivo. Os frascos com o material vegetal sdo mantidos em salas de crescimento, sob condi-
¢Oes adequadas de temperatura, luminosidade e fotoperiodo. O cultivo requer observagdes
cuidadosas, de tempos em tempos, para selecionar o material sadio, separando-o do mate-
rial morto ou contaminado. A fase de estabelecimento tem duracao de algumas semanas a
alguns meses, em razao de vdrios fatores, entre os quais a espécie que estd sendo utilizada,
o meio de cultura e as condi¢des de cultivo. Além do mais, o tipo e o tamanho do explante
tém influéncia. Explantes muito pequenos (menos de T mm) apresentam crescimento inicial
mais lento. Ja os explantes grandes (0,5 cm ou mais) podem apresentar maior incidéncia de
contaminacado e de oxidacao fendlica.

A segunda fase de cultivo é aquela denominada multiplicagdo ou multibrotacao.
Durante essa fase, os explantes sao cultivados em um novo meio de cultura, que estimula
a formacao de multigemas ou multibrotos. Multigemas sao brotos muito pequenos, que
formam agregados de dificil separacao. Ja os multibrotos sao pequenas touceiras de pe-
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quenos brotos, que podem ser separados entre si com o auxilio de pinca e bisturi. A forma-
¢ao tanto de multigemas como de multibrotos é obtida pela dosagem de reguladores de
crescimento, principalmente citocininas, no meio de cultura. Essa fase normalmente é mais
longa do que a fase de estabelecimento, dado que o material deve passar por varios ciclos
de multiplicacao. Cada ciclo de multiplicacdo deve durar cerca de 1 més para a maioria das
espécies. Ja o numero de ciclos de multiplicacdao depende de cada espécie. Por exemplo,
para abacaxi e banana, deve estar em torno de cinco, de tal modo a resultar, para cada gema
inicial inoculada, algo entre 300 e 500 mudas ao final do processo. Durante as renovagdes de
meio, normalmente se faz a divisdo das multigemas em duas ou mais partes, dependendo
do seu tamanho. Para frasco pequeno — de 100 mL a 250 mL - com 20 mL a 50 mL de meio,
respectivamente, o cultivo pode ser feito em grupos de até cinco segmentos por frasco,
desde que nao haja risco de contaminacédo microbiana cruzada. E importante frisar que
todos os explantes em cultivo devem estar livres de contaminantes.

Na terceira fase de cultivo, os explantes (multigemas ou multibrotos) sao transferidos
para meio com baixo teor ou desprovidos de reguladores de crescimento, a fim de estimular
o alongamento das gemas e, simultaneamente, reduzir a formacao de novos brotos. No
inicio dessa fase, nao se observa um alongamento expressivo devido a presenca residual
de reguladores de crescimento provenientes da fase anterior. Assim, muitas vezes, é neces-
sario fazer o cultivo nesse meio por alguns meses, para se obter o alongamento desejado.
A inducao de enraizamento é conduzida em meio de cultura enriquecido com, pelo menos,
uma auxina — acido indolacético ou acido indolbutirico. Dependendo da espécie, pode ser
que nao haja necessidade de adicao de auxina para se obter o enraizamento desejado, ja
que o proprio processo de alongamento pode estimular o enraizamento devido a sintese de
acido indolacético pela parte apical da planta, principalmente pelas folhas novas. Da mesma
forma, se o meio de multiplicacdo ou multibrotacdo contiver auxina — como é o caso do
meio para multibrotacao de abacaxi —, o enraizamento ocorrerd no meio de alongamento,
sem a necessidade de adicao de auxina para induzir o enraizamento (Teixeira et al., 2001).

Durante o periodo de aclimatizacao, as plantas enraizadas sao transferidas para am-
biente ex vitro para fins de adaptacao ao ambiente natural em casa de vegetacao ou telado.
Esse momento requer inicialmente condi¢cdes ambientais adequadas, como: temperatura
amena (minima em torno de 20 °C, durante a noite, e maxima por volta de 28 °C, durante o
dia), alta umidade relativa do ar (80% a 90%) e baixa luminosidade (30% a 40% da luz solar
direta). E fundamental usar substrato de boa qualidade que contenha todos os nutrientes
minerais em concentracdes adequadas para cada cultura. Para completar o processo de
aclimatizacao, antes de serem levadas para o campo, as plantas sdao transferidas para um
ambiente com maior intensidade (60% a 70%) solar direta, fase essa chamada de rustificacao.

O cultivo em biorreator é conduzido normalmente na fase final de alongamento e
enraizamento. A fase de estabelecimento normalmente é conduzida em frascos pequenos,
ja que os explantes precisam ser cultivados de forma individualizada para selecao exaustiva
e descarte dos explantes mortos e contaminados. Da mesma forma, as primeiras etapas da
fase de multiplicagdo ou multibrotacao podem ser conduzidas em frascos pequenos, ja que o
numero de frascos iniciais ainda é baixo. Além do mais, o material em cultivo deve passar por
varias rodadas de selecao dos melhores explantes e livres de contaminacgao. Eventualmente,
a ultima fase de multibrotacao pode ser conduzida ja em frascos de biorreator.
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A conducdo da fase de alongamento e enraizamento deve ser feita em biorreator,
devido a alguns motivos, tais como:

a) O numero de mudas aumenta significativamente.
b) O volume do material cultivado aumenta na mesma proporcao.

¢) Num unico frasco de biorreator, centenas de mudas podem ser cultivadas, dispon-
do de um espaco razodvel para o crescimento.

d) Ha um aumento consideravel da superficie verde, o que permite estabelecer um
sistema de cultivo autotréfico ou mixotroéfico.

e) Em cultivo em biorreator, é mais facil introduzir um sistema de enriquecimento de
CO, para estimular a taxa fotossintética das mudas.

f) Com menor manipulacao das culturas e consideravel reducao no nimero de fras-
cos, a chance de misturas varietais € menor.

g) O envolvimento de mao de obra é muito menor, reduzindo significativamente os
custos de producao.

Cultivo de células

O cultivo de células e calos é conduzido, preferencialmente, sob imersao permanente.
Como o biorreator desenvolvido pela Embrapa permite o cultivo tanto sob imersao tem-
pordria quanto permanente, é possivel fazer o cultivo de células, desde que a montagem
das mangueiras nos frascos e a programacao de funcionamento dos temporizadores sejam
devidamente ajustados. Nesse caso, o cultivo é conduzido em todos os frascos e o bombea-
mento do ar é unidirecional, resultando no borbulhamento do par de frascos ao mesmo
tempo.

Para melhorar o borbulhamento, um borbulhador de vidro sinterizado é conectado a
extremidade das mangueiras, no interior dos frascos. Caso o borbulhamento permanente
seja excessivo, é possivel optar pelo borbulhamento temporario. Nesse caso, o borbulha-
mento é feito por um tempo determinado, por exemplo, 10 minutos, sequido de um periodo
de descanso, por exemplo, de 1 hora; ou qualquer outra combinacdo que seja a mais ade-
quada ao cultivo.

Durante o cultivo, as células tendem a excretar substancias organicas das mais diver-
sas, resultando em aumento na viscosidade do meio de cultura e, quase sempre, em for-
macao de espuma durante o borbulhamento, sobretudo em borbulhamento permanente.
Eventualmente, dependendo do tipo de meio, do tempo de cultivo e do tipo de células, é
necessario adicionar substancias antiespumantes ao meio de cultura, tais como polipropi-
lenoglicol ou Pluronic PE 6100 (Wongsamuth; Doran, 1994). Testes cuidadosos devem ser
conduzidos para encontrar a melhor concentracao que reduza a formacao de espuma e, ao
mesmo tempo, nao seja toxico ao material em cultivo.
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Cultivo de embridoes somaticos

O cultivo de embrides somaticos pode ser conduzido com alta eficiéncia em biorreator,
sobretudo na fase de germinacao e regeneracao de plantas. No caso de cultivo de embrides
somaticos de café, por exemplo, é possivel obter centenas de plantulas por frasco de cultivo
(Ducos et al., 2007; Teixeira, 2017).

A germinacao de embrides somaticos em frascos de biorreator de imersao temporaria
dd origem a plantulas com algumas caracteristicas que favorecem a aclimatizagao, tais como:

a) Germinacao mais uniforme.

b) Mudas mais vigorosas.

¢) Melhor desenvolvimento da camada epicuticular das folhas.
d) Melhor desenvolvimento do aparelho estomatico.

e) Melhor desenvolvimento do aparelho fotossintético.

f) Mudas com maior controle de perda de agua por transpiracao durante a fase de
aclimatizacao.

g) Maior percentagem de sobrevivéncia das mudas durante a fase de aclimatizagao.

h) Maior taxa de crescimento no inicio da fase de aclimatizacao.

Germinacao de sementes

A germinacao de sementes pode ser conduzida em biorreator de imersao temporaria,
com algumas vantagens em relagdao a germinacao de forma convencional em laboratério.
Durante a germinacao em biorreator, é possivel utilizar diferentes tratamentos visando, por
exemplo, a quebra de dorméncia. Para além disso, é possivel estimular o crescimento pela
adicao de reguladores de crescimento, sacarose, vitaminas e outras substancias. Da mesma
forma, outros fatores, tais como qualidade e intensidade de luz, fotoperiodo e diferentes
temperaturas, podem ser avaliados com maior precisao.

Cultivo de raiz

Embora, o cultivo de raiz in vitro venha sendo feito desde a década de 1920 (Bobbins,
1922) e 1930 (White, 1938), essa técnica nao se desenvolveu da forma esperada, e 0 nimero
de espécies cujas raizes podem ser cultivadas in vitro ainda nao é muito grande.

A partir das décadas de 1980 e 1990, o cultivo de raiz pode ser ampliada para um
maior numero de espécies, visando a producao de metabdlitos secundarios (Bensaddek
et al., 2008), principalmente apds o desenvolvimento da metodologia de transformacao
genética por Agrobacterium rhizogenes. Com essa técnica, foi possivel obter segmentos de
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raiz com grande capacidade de proliferacao, devido a capacidade de produzir os hormonios
necessarios para o seu crescimento e desenvolvimento (Tepfer, 1990).

Entretanto, segundo Khan et al. (2018), o cultivo de raiz vem sendo feito ainda em
pequena escala. O cultivo em larga escala vai depender do desenvolvimento de novos bior-
reatores ou da eventual adaptacao de modelos atualmente disponiveis.

O biorreator desenvolvido pela Embrapa, embora nao tenha sido desenvolvido para
o cultivo de raiz, apresenta algumas caracteristicas de construcdo e funcionamento que
possibilitam a sua adaptacao para o cultivo de raiz em pequena ou, até mesmo, em média,
senao em larga escala, principalmente para raizes transformadas com A. rhizogenes.

O cultivo pode ser feito sob regime de imersao tempordria ou permanente; neste ulti-
mo caso, com borbulhamento temporario ou continuo. Em ambos os casos, a intensidade,
o tempo e a frequéncia de borbulhamento sao os principais fatores a serem considerados.
Outro fator igualmente importante é a densidade inicial de cultivo. Densidades muito baixas
inibem o crescimento inicial, resultando em lag phase muito longa. Densidades muito altas,
ao contrario, estimulam o crescimento inicial, mas encurtam o periodo de cultivo, requeren-
do a renovacao do meio de cultura num menor tempo.

Cultivo de bactérias e fungos

Para o cultivo de bactérias e fungos, hd uma gama de equipamentos disponiveis no
mercado, dos mais diferentes tamanhos, caracteristicas e precos. Contudo, é possivel adaptar
o biorreator (modelo Embrapa) para o cultivo de bactérias e fungos de forma semelhante ao
que foi descrito para células vegetais. O processo é conduzido sob imersao permanente, com
borbulhamento continuo ou, eventualmente, borbulhamento temporario. Normalmente, o
cultivo de bactérias e fungos demanda alta oxigenacao do meio. Assim, cuidados redobra-
dos devem ser tomados no intuito de satisfazer essa demanda pelos microrganismos, mas,
ao mesmo tempo, evitar o excesso de formacgdo de espuma.

Para otimizar a oxigenacao do meio, é fundamental que o ar seja aspergido em peque-
nas bolhas, o que é conseguido com a instalacao de um aerador no apice das mangueiras
feito de vidro sinterizado, semelhante ao que foi citado para o cultivo de células vegetais. Da
mesma forma, é fundamental a adicdao de substancias antiespumantes ao meio de cultura.

Cultivo de algas

A literatura é bastante rica em informacdes sobre o cultivo de algas, que, normalmente,
é conduzido nos mais diferentes tipos de frascos e biorreatores (Xu et al., 2009). O uso do
biorreator desenvolvido pela Embrapa é apenas mais um tipo de equipamento que pode
ser adaptado para o cultivo de algas, o que vai depender de ajustes para cada espécie a ser
cultivada.

O cultivo de algas nesse biorreator deve ser conduzido sob imersao permanente,
com borbulhamento continuo e, apenas, sob condicbes assépticas, isto €, na auséncia de
bactérias, fungos e outras algas nao alvo. Um fator essencial para o cultivo de algas, além do
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ajuste do meio de cultura, é o uso de alta intensidade luminosa, de tal forma a permitir niveis
6timos de fotossintese. O borbulhamento durante o periodo luminoso é fundamental para
fornecer CO; para a fotossintese e, no periodo escuro, fornecimento de O,. Para melhorar a
taxa de crescimento, pode-se instalar um sistema de enriquecimento de CO, no ambiente
de cultivo. O enriquecimento de CO, do ar, a ser borbulhado durante o periodo luminoso,
pode contribuir para um aumento substancial da taxa fotossintética e, consequentemente,
da produtividade.

Para o cultivo de algas, bem como para fungos e bactérias, é possivel fazer o uso de
frascos de 10 L sem haver necessidade de ajustes no kit de 5 L. Nos frascos de 10 L, o cultivo
pode ser feito em, no maximo, 8 L de meio. Para um kit de 100 frascos, um volume de 800 L
de meio pode ser utilizado para cada ciclo de cultivo. Embora nao seja um volume muito
grande para fins de producdo de algas em larga escala, essa quantidade pode ser suficiente
para uma fase de multiplicacao inicial de linhagens puras, que serao, posteriormente, utili-
zadas para producao massal. Esse tipo de biorreator também pode ser utilizado na fase de
ajustes e de validacao de condicbes de cultivo e meio de cultura para a producdo de algas
em larga escala.

O cultivo de algas no presente modelo de biorreator pode apresentar algumas vanta-
gens, tais como:

a) A manipulagcao demanda baixo envolvimento de mao de obra.

b) A manipulacdo é simples, desde a esterilizacao dos frascos até a inoculacao dos
frascos com amostras da linhagem a ser cultivada.

¢) O cultivo pode ser feito em todos os frascos, sob imersao permanente.

d) O borbulhamento do meio é feito de forma eficiente, utilizando vidro sinterizado
nas extremidades das mangueiras no interior dos frascos.

e) A iluminacao é feita com lampadas de LED de alta intensidade, a fim de permitir
uma alta taxa fotossintética.

f) O enriquecimento de CO, pode ser feito de forma bastante facil, sem grandes
alteracées do equipamento.

g) O descarregamento do material em cultivo é facilmente conduzido.

Essas sao as principais aplicacdes para o biorreator desenvolvido pela Embrapa. Outras
aplicacoes poderao ser avaliadas, como, por exemplo, o cultivo de insetos e outros animais
de pequeno porte.

Na patente, apresentada no Anexo 1, foi aventada a possibilidade de cultivo de células
animais. Embora ndo se possa descartar essa possibilidade, o cultivo de células animais
demanda um controle ambiental e atmosférico muito mais rigoroso do que o de material
vegetal, além de meios de cultura rigorosamente formulados. Além do mais, existem inu-
meros tipos de equipamento para o cultivo de células animais que, embora bastante caros,
oferecem condig¢des de cultivo muito mais adequadas.
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Vantagens do uso de biorreator
(modelo Embrapa) na micropropagacao

O uso de biorreator apresenta uma série de vantagens na producao de mudas de
plantas, quando comparado com o processo convencional, no qual se utilizam frascos pe-
quenos e meio de cultura gelificado. A seguir, sdo descritas as principais vantagens do uso
de biorreator na micropropagacao.

Melhor suprimento de nutrientes
e reguladores de crescimento

Como a imersao do explante é total, a absorcao de nutrientes se da por toda a super-
ficie, em contraste com o cultivo em meio gelificado, no qual a absor¢ao ocorre apenas na
superficie de contato do explante com o meio. Além do mais, a aeracdo forcada estimula o
metabolismo e, com isso, o crescimento do explante. Da mesma forma, a homogeneiza¢ao
do meio impede a formacao de gradiente de nutrientes, como ocorre no cultivo em meio
gelificado. Nesse caso, had a formacdao de um gradiente decrescente de concentracao de
nutrientes, de pontos mais distantes para pontos mais proximos do explante.

Melhor controle das condicdes de cultivo

Os principais fatores ambientais que influenciam o crescimento do explante sao a
temperatura, a luminosidade e a troca gasosa. Com o uso de biorreator, é possivel dosar
a intensidade luminosa sem que haja qualquer interferéncia, quando comparado com os
frascos tradicionais. Com o uso de lampadas de LED, é possivel aproximar a fonte de luz do
frasco ou até mesmo introduzir a fonte luminosa no préprio frasco de cultivo. Além disso, é
possivel fazer a dosagem de diferentes cores, dependendo da necessidade do cultivo, além
daintensidade luminosa. Quanto a troca gasosa, as possibilidades sao inumeras, ja que, pela
dosagem de uma fonte de ar artificial, é possivel disponibilizar para as culturas diferentes
combinagdes de gases, a fim de resultar numa alta taxa de crescimento dos explantes. Da
mesma forma, a suplementag¢ao com CO, pode estimular o processo fotossintético e, com
isso, estimular o crescimento do explante, além de melhorar a qualidade da muda produzida.

Reducao de hiper-hidricidade dos explantes

Para algumas espécies, e dependendo da composi¢cao do meio de cultura e das condi-
¢oes de cultivo, pode ocorrer o que se chama hiper-hidricidade dos explantes (Debergh et
al., 1992). Hiper-hidricidade é uma anormalidade fisiolégica do explante, em que se observa
um crescimento anormal, com aspecto vitreo, o que justificou inicialmente o uso do termo
vitrificacdo para denominar esse fendmeno (Debergh et al., 1981; Kevers et al., 1984). Essa
anormalidade pode prejudicar significativamente o processo de producdo, ja que resulta
na formacao de mudas anormais, as quais apresentam, entre outras caracteristicas, maior
dificuldade de enraizamento e aclimatizacao.
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Segundo Kevers et al. (2004), o aparecimento de hiper-hidricidade é resultado do
cultivo in vitro sob condi¢des estressantes, devido ao contato do explante com meio de
cultura com alta forca idnica, rico em nitrogénio e reguladores de crescimento. Também
contribui para o aparecimento dessa anomalia a manutencao dos explantes em ambiente
de alta umidade relativa e atmosfera gasosa confinada num pequeno volume.

Pouco se sabe sobre as causas do aparecimento da hiper-hidricidade, mas uma coisa
é certa: ha influéncia do gendtipo no aparecimento desse fendmeno, e algumas espécies
sao muito mais suscetiveis que outras. Por exemplo, o cravo (Dianthus caryophyllus) é con-
siderado uma das espécies mais suscetiveis ao aparecimento de hiper-hidricidade, quando
cultivado in vitro, mesmo em meio gelificado (Yadav et al., 2003).

Outro fator que pode influenciar o aparecimento de hiper-hidricidade é a umidade
relativa excessivamente alta no interior dos frascos, que chega préximo a 100% na maior
parte do tempo no processo convencional. Com baixa ou nenhuma transpiracao, alguns
ions do meio de cultura - como o Ca** — sdao menos absorvidos, levando ao desequilibrio
nutricional do explante.

Além desses fatores, hd também o fator relacionado a formulacdo do meio bdsico - o
meio salino. Por exemplo, a presenca de alto teor de nitrogénio, seja na forma amoniacal ou
nitrica, exige grande quantidade de energia na forma de ATP e NADH para ser metabolizado.
Comisso, as células ficam com baixa disponibilidade energética para os processos de divisao
e alongamento celular, o que resulta em uma planta pouco vigorosa (Kevers et al., 2004).

O uso de biorreator de imersao temporaria pode reduzir a incidéncia de hiper-hidrici-
dade na maioria das espécies, dado que a renovacao do ar, associada a um ciclo de imersao/
emersao adequada, faz com que haja exaustao de gases que podem estar envolvidos no
aparecimento desse fendmeno, como, por exemplo, o etileno. Segundo Lai et al. (2005), a
hiper-hidricidade pode ser reduzida pela ventilacao do frasco de cultivo.

Além do mais, a atmosfera interna dos frascos apresenta uma composicao de gases
mais préxima da atmosfera do ambiente externo, havendo disponibilidade de O, e CO; para
0s processos respiratérios e fotossintéticos. Caso a intensidade luminosa e a qualidade do
espectro luminoso sejam adequadas, havera estimulo ao funcionamento fotossintético e
estomatico a fim de permitir que as partes verdes fixem energia na forma quimica e produ-
zam compostos organicos diversos, que serao importantes para o adequado crescimento e
desenvolvimento do explante, inibindo o aparecimento de hiper-hidricidade.

O uso de biorreator de imersao temporaria pode, igualmente, contribuir para reducao
da umidade relativa do ar no interior dos frascos de cultivo, visto que o ar proveniente do
compressor apresenta umidade relativa abaixo da saturacgao.

Reducao da frequéncia de repicagens, tempo
de troca do meio de cultura e etiquetagem

O uso de meio liquido em frascos maiores resulta numa maior facilidade de manuseio
em capela. O tempo de trabalho na capela é uma fracdo do tempo gasto no sistema con-
vencional. Com o uso de meio gelificado, os cuidados com corte, distribuicao e orientacao
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do explante no meio tornam o processo entediante e demorado. No que |he concerne, no
meio liquido, os explantes sao introduzidos em uma a¢ao apenas, dispensando a subdivisao.

Uma vez transferidos para os frascos de biorreator, os explantes ndao passam por ne-
nhuma manipulacdo a ndo ser as trocas de meio, em capela de fluxo laminar, quando o
meio velho - normalmente apds 30 dias de cultivo - é substituido pelo meio fresco. Ja, no
processo convencional, os frascos com material em cultivo sao levados para capela de fluxo
laminar, e os explantes retirados, subdivididos e transferidos para novos frascos com meio
fresco. Esse tempo de manipulacao é bem maior do que quando se usa biorreator. O tempo
gasto para manipulacao de um par de frascos de 5 L de biorreator demora nao mais que 5
minutos, considerando o transporte dos frascos até a capela, a troca de meio e o retorno dos
frascos a prateleira. Como a etiquetagem é feita por kit de biorreator, o nimero de etiquetas
é consideravelmente menor. Assim, o tempo gasto para manipulacdao de 20 a 30 frascos
pequenos — o correspondente em mudas por frasco de biorreator — é da ordem de 40 a 60
minutos, ou seja, 8 a 12 vezes o tempo gasto para um Unico frasco de biorreator.

Reducao do niumero de frascos

Em apenas um frasco de biorreator de 5 L, algo entre 100 e 300 mudas podem ser
produzidas, podendo chegar a 500 para algumas espécies. Na micropropagag¢ao conven-
cional, de 20 a 30 frascos sdao necessarios para produzir o mesmo numero de mudas. Assim,
para producao de um milhdao de mudas por ano, algo como 50 mil frascos pequenos sao
utilizados no processo convencional. Jd com o uso de biorreatores, esse numero cai para 10
mil frascos.

Possibilidade de algum grau de automacao

Na cultura de tecidos vegetais na forma convencional, todos os passos do processo sao
conduzidos manualmente, o que resulta numa atividade altamente demandante de mao
de obra. J4 com o uso de biorreatores de imersao temporaria, algumas fases do processo
podem ser automatizadas, como, por exemplo, a exposicao temporaria dos explantes ao
meio de cultivo e a renovacdo do ar interno dos recipientes. Com o uso de frascos maiores,
nao é necessario fazer as subculturas e repicagens do material, como sao feitas no cultivo
em meio convencional. Por exemplo, no modelo de biorreator de imersao temporaria de-
senvolvido pela Embrapa, os multibrotos de abacaxi ndo precisam ser subdivididos, como
é feito no cultivo convencional, basta apenas a renovacao do meio a cada 3 ou 4 semanas.
Com isso, ha uma grande economia de mao de obra e tempo de trabalho, além de reducao
da possibilidade de misturas varietais.

Embora o grau de automacgao dos modelos atuais ainda seja relativamente baixo, no
futuro podera ser ampliado (ex.: troca e substituicao automatica do meio de cultura, deter-
minacao e ajuste do pH do meio, variacdes na intensidade e qualidade de luz, determinagao
e ajuste do teor de oxigénio e CO, dissolvido, identificacdo de contaminacao bacteriana ou
fungica e aplicacdo de medidas de controle, entre outros, além do cultivo em condicbes
autotroficas).
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Alta produtividade e eficiéncia do processo

Devido ao uso de meio liquido, maior volume de frasco e melhores condicdes de cultivo,
com a renovagao do ar no interior dos frascos, o cultivo em biorreator de imersao temporaria
apresenta produtividade muito maior que aquela conduzida em meio gelificado, em frascos
pequenos. Essa produtividade é reflexo da maior taxa de crescimento, melhor alongamento
das hastes caulinares e melhor enraizamento. Além disso, pelo cultivo das mudas em am-
biente drenado, ha melhor desenvolvimento do aparelho estomatico e fotossintético, bem
como maior deposicao de cera na superficie das folhas, resultando em maior percentagem
de sobrevivéncia e melhor crescimento das mudas na fase de aclimatizacao.

Aumento da escala de producao de mudas

Mais uma vantagem do uso de biorreator de imersao temporaria diz respeito ao vo-
lume de mudas a serem produzidas num mesmo espaco de laboratério. O uso de frascos
convencionais limita o nimero de mudas produzidas por frascos. Ja com o uso de biorreator,
centenas de mudas podem ser produzidas por frasco, o que resulta num aumento significati-
vo do numero final de mudas produzidas num mesmo espaco de prateleiras. Com isso, uma
biofabrica com a mesma estrutura fisica e de pessoal pode aumentar significativamente o
numero total de mudas produzidas, no mesmo periodo e basicamente com a mesma in-
fraestrutura, necessitando apenas de maior espaco nos telados para a fase de aclimatizacao.

Reducao do custo de producao

Varios fatores contribuem para o custo da muda produzida, tais como mao de obra,
energia elétrica, reagentes quimicos e materiais de laboratério, sem falar dos impostos, do
custo do capital investido e dos custos de manutencao de infraestrutura e equipamentos.
A mao de obra é a que representa o maior valor, chegando a 60% do custo final da muda
(Etienne; Berthouly, 2002). Em segundo lugar, vem o custo da energia elétrica. Dessa forma,
qualquer medida que reduza o envolvimento de mao de obra e consumo de energia elétrica
vai contribuir significativamente para reducdo do custo de producao.

O consumo de energia é muito menor quando se usa biorreator, ja que os frascos sdo
esterilizados por meio quimico, requerendo menor tempo de uso de autoclave, a qual é
utilizada apenas para esterilizacao do meio de cultura, das mangueiras e dos filtros de ar.

O cultivo em biorreator contribui para grande economia de méao de obra, ja que fras-
cos maiores (de 5 L ou mesmo de 10 L) podem ser utilizados. Assim, num mesmo periodo
de tempo, um numero muito maior de explantes pode ser manipulado em comparacao ao
cultivo convencional.

Além da economia de mao de obra e energia elétrica, existem outras razdes que con-
tribuem para a reducao do custo de producao, tais como reducdao do nimero de frascos,
reducao da frequéncia de repicagens, reducao do tempo de troca do meio de cultura e
etiquetagem, uso de meio liquido, melhor aproveitamento das mudas, devido a um maior
vigor e menor tempo de cultivo na fase de aclimatizacao.
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Desvantagens do uso de biorreator
(modelo Embrapa) na micropropagacao

O cultivo em biorreator apresenta algumas desvantagens, como as que serdo discuti-
das a seguir.

Maior risco de contaminacao microbiana

A contaminacao bacteriana e/ou fungica é um dos maiores (sendo o maior) problemas
de qualquer biofabrica de producao de mudas por técnicas de cultura de tecidos de plantas,
incluindo aquelas que utilizam biorreator (Cassells, 2001; Teixeira, 2010a, 2010b). Isso se
deve ao fato de que meios de cultura altamente nutritivos, com a presenca de minerais,
vitaminas e acucares, sao utilizados no processo. Assim, é de se esperar que qualquer micror-
ganismo — bactéria ou fungo —, uma vez em contato com o meio nutritivo, cresca de forma
descontrolada.

Quando se usa meio gelificado, a contaminacdo pode ficar restrita a um ou outro ex-
plante, e os demais podem ser resgatados a tempo de evitar que a contaminagao tome conta
de todos os explantes. Além disso, a perda de um frasco pequeno incorrera em perda de um
numero reduzido de mudas, algo entre 10 e 20 mudas, para a maioria das espécies. J4, com
o uso de meio liquido, basta apenas uma célula do contaminante para comprometer todos
os explantes de um mesmo frasco. Com o uso de biorreator — meio liquido e aeracao forcada
do meio de cultura -, o problema é ainda maior. A aeracao forcada e a homogeneizacao do
meio de cultura estimulam o crescimento de microrganismos, o que resulta em perda total
das mudas do frasco e, consequentemente, em perda de centenas de mudas de uma sé vez.

Acobes de controle da contaminacao em biofabricas devem ser conduzidas basicamen-
te tomando como referéncia os cuidados de assepsia. O uso de antibiéticos convencionais
nao é indicado, pelo menos, por dois motivos. O primeiro é que o uso de antibiéticos, de
forma sistematica, pode levar ao aparecimento de microrganismos resistentes num prazo
relativamente curto. O segundo motivo, ndo menos importante, é que o uso de antibioticos
cria uma falsa seguranga, o que pode resultar em desleixo com os cuidados de assepsia
e assim agravar o problema. Além do mais, a adicao de determinados antibiéticos pode
ocasionar fitotoxicidade e levar a inibicdo do crescimento dos explantes, de forma a afetar o
processo de producao das mudas.

Embora o problema de contaminacédo bacteriana seja mais frequente, a presenca de
fungos - principalmente os unicelulares — pode ser igualmente problematica.

Uma possivel alternativa para o controle da contaminacgao seria o uso de substancias
inibidoras do crescimento microbiano, com modo de acao diferente dos antibidticos e
fungicidas convencionais. O uso de tais substancias reduziria os riscos de aparecimento
de individuos resistentes e, com isso, poderiam ser utilizados de forma sistematica nos
meios de cultura. Até o presente conhecimento, existem apenas dois produtos que foram
desenvolvidos com essa finalidade. O primeiro é o produto denominado PPM™ (plant
preservative mixture), uma mistura de methylisothiazolone e chloromethylisothiazolone
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(Paul et al., 2001). Esse produto de fato inibe o crescimento de microrganismos in vitro,
entretanto, dependendo da concentracao, pode igualmente inibir o crescimento do explan-
te e, por isso, tem sido utilizado com as devidas restricdes. O outro produto é o vitrofural
(1-[5-bromofur-2-il]-2-bromo-2-nitroethene) (Blondeau et al., 1999; Quiala et al., 2002), cujos
resultados iniciais foram bastante promissores, mas que, por alguma razao, nao vem sendo
utilizado. Mais recentemente, surgiu uma terceira possibilidade de controle microbiano que
tem como principio ativo particulas nanométricas de prata (Spinoso-Castillo et al., 2017).
Entretanto, essa alternativa precisa ser avaliada com cuidado, ja que o uso de nanoparticulas
de prata pode ter efeitos indesejaveis ao material em cultivo.

Formacao de espuma no meio de cultivo

O cultivo, sobretudo sob imersao permanente e principalmente com borbulhamento
continuo, pode resultar na formacao de espuma. Normalmente, isso ocorre pelo aumento
da viscosidade do meio devido a exsudacao de substancias de alto peso molecular pelos ex-
plantes em cultivo, como as glicoproteinas (Takeichi et al., 1998). Isso pode ser problematico
caso a quantidade de material e o volume de cultivo sejam muito grandes, o que resultara
em grande quantidade de espuma, podendo ocupar todo o espaco livre do frasco, o que
vai dificultar os procedimentos de repicagem, troca de meio, etc. Para contornar esse pro-
blema, existem substancias disponiveis no mercado, com alto grau de pureza, que podem
ser utilizadas para reduzir a formacao de espuma, que sao os conhecidos antiespumantes
(Wongsamuth; Doran, 1994). Entretanto, essas substancias precisam ser testadas antes de
serem adicionadas aos meios de cultivo de forma rotineira. J4 nos biorreatores de imersao
temporaria, o tempo de borbulhamento, em geral, é bastante curto, minimizando a forma-
¢do de espuma.

Recalcitrancia de algumas espécies

A producao de mudas em biorreator vem sendo feita para um ndimero de espécies
cada vez maior. Entretanto, o numero de espécies multiplicadas que utilizam biorreator ain-
da é relativamente pequenao. Isso se deve, entre outros fatores, ao fato de que nem sempre
se dispde de protocolo para a multiplicacao da espécie de interesse.

O desenvolvimento de novos protocolos é feito, primeiramente, por meio do uso de
frascos pequenos, meio gelificado ou liquido, de forma experimental. Os testes em frascos
pequenos sao importantes porque permitem conduzir um nuimero suficientemente grande
de experimentos, para que sejam obtidos resultados conclusivos. Apds a conclusao dos ex-
perimentos em frascos pequenos, sdo conduzidos os testes para adaptacao da metodologia
para frascos maiores, em meio liquido, em biorreator.

Oxidacao fendlica

O uso de biorreator nao necessariamente resulta em maior intensidade de oxidacao
fendlica. Entretanto, ajustes cuidadosos precisam ser feitos na frequéncia de imersao, no
tempo de imersao e na pressao do ar do sistema.
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Esses parametros sao importantes, pois permitem boa absor¢dao de nutrientes, homo-
geneizagao do meio de cultura e aeracao adequada dos explantes. Cuidados especiais de-
vem levar em consideracado a pressao de ar do sistema. Pressao excessiva resulta em excesso
de aeracao, além de dano mecanico ao explante por turbilhonamento do meio.

A oxidacao fendlica, depois da contaminacao microbiana, representa um dos problemas
mais sérios no cultivo in vitro, especialmente das espécies lenhosas (Ahmad et al., 2013). Os ex-
sudatos podem aparecer devido ao corte e a manipulagao dos explantes durante a fase inicial
de cultivo ou algum tempo depois. Apds a excisao, os explantes podem apresentar exsudatos
amarelados logo apds a inoculacao ou nos dias seguintes, podendo se agravar em funcdo da
formulacao do meio de cultura e do tipo de explante utilizado. O escurecimento dos explan-
tes e do meio de cultura, principalmente em volta do explante, deve-se a acdo de enzimas
especificas — as polifenoloxidases. Essas enzimas oxidam orto-fendis formando orto-quinonas.
Estas ultimas apresentam coloracao amarela e podem inibir o crescimento ou mesmo levar os
tecidos do explante a morte (Compton; Preece, 1988; Ndakidemi et al., 2014).

A oxidacao fendlica, em geral, é um grande problema no cultivo in vitro, entretanto,
para determinados casos, uma oxidacdao branda pode ter efeitos benéficos, ja que pode se
contrapor aos problemas relacionados a contamina¢ao por microrganismos, sobretudo a
contaminacao bacteriana. Em outros casos, a presenca de substancias fendlicas pode ser
benéfica ao crescimento do explante (Arencibia et al., 2008). Na maioria dos cultivos in vitro,
a presenca de algum grau de oxidacao fendlica ocorre sendo tolerada, ja que o prejuizo ao
crescimento dos explantes é pequeno, ndo justificando qualquer tipo de tratamento.

Excesso de crescimento foliar das novas mudas

Um dos problemas que podem aparecer em algumas espécies, como, por exemplo,
a banana, é o excesso de crescimento foliar, representado basicamente pelo alongamento
excessivo da lamina foliar, por causa da iluminacao deficiente e do sombreamento das
mudas mais internas do frasco de biorreator. Com isso, o vigor das mudas pode ser menor,
e isso compromete o seu aproveitamento, principalmente devido a perdas na fase de acli-
matizacao. Para amenizar esse problema, novos tipos de frascos precisam ser desenvolvidos
e avaliados, dando preferéncia aqueles que permitam melhor iluminacao das culturas. Além
do mais, o aumento da intensidade luminosa ou a aproximacgao da fonte de luz ao frasco de
cultivo pode levar a um resultado semelhante.

Igualmente importante é a quantidade de explantes por frasco. Para cada cultura, ha
uma quantidade adequada de brotos e gemas a serem inoculados por frasco, a fim de que
as mudas mais internas recebam a quantidade adequada de luz.

Como o alongamento foliar esta, entre outros fatores, relacionado ao teor enddégeno
de acido giberélico, uma possivel solucao para o problema é a adicdao de paclobutrazol ou
ancymidol ao meio de cultura (Ziv; Ariel, 1991; Chen; Ziv, 2001). Essas substancias sao inibi-
doras da sintese de acido giberélico (Graebe, 1987; Rademacher, 1989). A aplicacdo desses
produtos ira inibir o crescimento excessivo do limbo foliar, além de atuar na inibicao da
sintese de etileno (Grossamann et al., 1989), o que podera trazer beneficios adicionais as
mudas, dado que o etileno pode causar varios problemas no cultivo in vitro, como inibicao
do crescimento e senescéncia, além de estar envolvido no aparecimento dos sintomas de
hiper-hidricidade.
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Desuniformidade no tamanho das
mudas ao final do ciclo de cultivo

Com o uso de frascos de grande volume, de 5 L ou mesmo de 10 L, onde centenas de
mudas sao produzidas por ciclo de cultivo, € comum o aparecimento de mudas com diferentes
tamanhos. Entretanto, isso nao constitui um grande problema, visto que as mudas podem ser
facilmente classificadas em duas ou trés categorias durante a fase de aclimatizacao, quando
serao cultivadas separadamente. Dependendo da espécie e da forma de cultivo, pode ocor-
rer a formacao de pequenas touceiras in vitro, para as quais fica dificil a individualizacao das
mudas. Para esses casos (ex.: abacaxi e cana-de-agucar), as touceiras podem ser levadas para o
ambiente de aclimatizagao e cultivadas intactas em leitos ou em grandes bandejas com subs-
trato, por algum tempo. Ao final de algumas semanas, as mudas serao, entao, individualizadas
e cultivadas separadamente. Esse artificio nao elimina alguma diferenca de tamanho, mas
permite que mudas muito pequenas tenham a chance de adquirir um tamanho que viabilize
sua separacao das touceiras, permitindo maior aproveitamento das mudas.

Aparecimento de variantes somaclonais

Embora nao seja inerente ao cultivo em biorreator, variacdes — do tipo genética, epige-
nética ou fisioldgica — podem aparecer e comprometer parte ou todo o lote de mudas que
esta sendo produzido. Como regra geral, pelo menos duas medidas podem ser adotadas
para evitar ou reduzir a chance de aparecimento de variantes somaclonais. A primeira &,
sempre que possivel, reduzir os teores de reguladores de crescimento utilizados. Ja a segun-
da é utilizar menor numero de ciclos de multibrotacao, uma vez que essa fase, normalmente,
é conduzida em meio de cultura com elevado teor de reguladores de crescimento, principal-
mente citocinina (Martinez-Estrada et al., 2017).

Alto custo do investimento inicial

Geralmente, biorreatores sdao equipamentos caros, elevando o valor do investimento
inicial. Além disso, considerar os custos de reparo, substituicao de pecas e atualizacao dos
equipamentos, além do consumo de frascos que, em sua maioria, sdo descartdveis.

Consideracoes finais

Desde os primeiros testes conduzidos por Takayama e Misawa (1981), dezenas de
modelos de biorreatores, tanto de imersao permanente quanto de imersao temporaria,
foram desenvolvidos e testados na micropropagacao. Os resultados, principalmente para
os modelos de biorreator de imersao temporaria, tém sido promissores. Entretanto, embora
alguns modelos de biorreatores tenham sobressaido, nao é possivel eleger o melhor ou os
melhores, dado que cada modelo tem suas peculiaridades de construcao e funcionamento
e se adaptam melhor para determinada espécie ou finalidade. Novos modelos de biorreator



Biorreatores de imersdao permanente e de imersao temporaria: constituicdao basica e funcionamento

de imersao temporaria, principalmente no que diz respeito ao tipo de frasco utilizado, tém
surgido, com novas possibilidades de uso.

Qualquer modelo que surja deve apresentar, entre outras, algumas caracteristicas
essenciais: baixo custo de aquisicao, facilidade de montagem, funcionamento estavel — sem
requerer ajustes frequentes no seu funcionamento -, facilidade de uso em capela de fluxo
laminar, contaminag¢ao minima e baixo consumo de energia elétrica.

Entre os novos modelos, o biorreator do tipo autotréfico é uma possibilidade, pois
possui fonte de luz de LED de alta intensidade, com espectro de emissao propria para esti-
mular a fotossintese, principalmente quando acompanhado de um sistema de suplementa-
¢ao de CO,. Com a eliminacao da sacarose do meio de cultura, é possivel obter mudas com
caracteristicas semelhantes as mudas derivadas de sementes, com maior percentagem de
sobrevivéncia e maior taxa de crescimento, sobretudo na fase inicial de aclimatizagao. A eli-
minacao da fonte de aclicar do meio de cultura contribui também para reduzir os problemas
com contaminac¢ao microbiana no frasco.
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Glossario

Acido indolacético: horménio vegetal; foi a primeira auxina natural identificada.

Acido indolbutirico: substancia sintética; apresenta na planta efeitos caracteristicos de
auxina.

Acido naftalenoacético: substancia sintética; apresenta na planta efeitos caracteristicos de
auxina.

Aclimatizacao: processo de adaptacao gradual da plantula do cultivo in vitro para o cultivo
ex vitro.

Agar: substancia gelificadora utilizada no preparo de meio de cultura; é extraida de algas
marinhas.

Ancymidol: substancia inibidora da sintese de acido giberélico.

Antibiotico: substancia que mata ou inibe seletivamente o crescimento de outros organis-
mos, sobretudo os microrganismos.

Antiespumante: substancia que impede a formacdo de espuma em uma solucdo aquosa
sob agitacao.

Ar artificial: mistura de oxigénio, nitrogénio e gas carbdnico, em concentracdes semelhan-
tes aquelas do ar atmosférico.

Assepsia: tratamento que visa eliminar a presenca de microrganismos num determinado
local ou material.

Autoclavagem: esterilizacdo por vapor d’dgua a temperatura de 121 °C e pressao de
1,05 x 10° KPa, por periodos de 10 a 30 minutos, dependendo do material.

Automacao: processo de cultivo in vitro no qual algumas operag¢des sao conduzidas por um
sistema elétrico ou eletronico de controle, sem interferéncia externa.

Auxina: classe de hormdnios vegetais e reguladores de crescimento que induzem o
alongamento e a divisao celular e/ou outros efeitos fisiolégicos relacionados aos do acido
3-indolilacético (AlA).

Biofabrica: no contexto do presente trabalho, é a empresa que produz e comercializa mu-
das de plantas produzidas em condigdes especiais nos laboratérios de cultivo in vitro.

Biorreator: no contexto do presente trabalho, é um equipamento para cultivo in vitro
com algum grau de automacdo, sob imersao temporaria ou permanente de células, ge-
mas, embrides ou qualquer tipo de propagulo vegetal, para diferentes fins, incluindo a
micropropagacao.

Biorreator de imersao temporaria: tipo de biorreator no qual o cultivo é feito em um
compartimento, enquanto o meio de cultura fica armazenado em outro. De tempos em
tempos, de acordo com a programacao desejada, o meio de cultura é transferido para o
compartimento em que se encontra o material em cultivo, permanecendo ai pelo tempo
desejado, normalmente alguns minutos a cada 1 a 12 horas, retornando em seguida ao
compartimento de armazenamento de meio.
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Biorreator Rita (récipient a immersion temporaire automatique): modelo de biorreator
desenvolvido pelo Cirad (Centre de Cooperation Internationale en Recherche Agronomique
pour le Développment), na Franca.

Bulbos: sdo os caules subterraneos reduzidos e achatados. O caule do tipo bulbo geralmen-
te apresenta folhas modificadas e sem clorofila, denominadas catafilos, podendo ser do tipo
tunicado (disco pouco desenvolvido com catafilos internos suculentos e externos secos),
escamoso (disco pouco desenvolvido com catafilos espessos) e sélido ou cormo (disco bas-
tante desenvolvido com catafilos membranaceos).

Calo: crescimento celular desorganizado, ou seja, fora dos padrdes de crescimento e de-
senvolvimento de um 6rgdo, como raiz, gema ou embriao, em fungdo dos varios fatores
presentes no meio de cultura.

Calo embriogénico: calo constituido de células embriogénicas, que se forma normalmente
apos o crescimento de calo primario.

Capela de fluxo laminar: equipamento que produz um fluxo de ar laminar estéril. A direcdo
do fluxo do ar pode ser horizontal ou vertical.

Carvao ativado: carvao vegetal triturado que foi tratado com acido e base, a fim de substi-
tuir os ions nele adsorvidos por radicais H* ou OH".

Citocinina: classe de horménio vegetal ou regulador de crescimento, que induz a divisao
celular, modifica a dominancia apical, promove o crescimento de gemas laterais, retarda a
senescéncia foliar, regula o crescimento de caules e raizes, promove o desenvolvimento de
cloroplastos e controla a morfogénese in vitro, entre outros efeitos fisiolégicos semelhantes
a zeatina.

Condicao asséptica: auséncia de microrganismos, tais como fungos, algas e bactérias.

Contaminacao microbioldgica: presenca de microrganismos na superficie ou na parte in-
terna do explante. Neste Ultimo caso, é chamado de contaminacdao enddgena ou endofitica.

Cormos: estrutura de reproducao de certas espécies, como palma-de-santa-rita e agafrao.

Cultivo autotroéfico: cultivo no qual uma planta depende totalmente da luz para crescimen-
to e desenvolvimento.

Cultivo em camada fina: cultivo sob camada fina de meio liquido, com menos de 1 cm de
profundidade, a fim de minimizar a anaerobiose.

Cultura de tecidos de plantas: processo de cultivo in vitro de segmentos ou plantas em
meio de cultura apropriado, sob condi¢des assépticas e em ambiente controlado, sobretudo
no que diz respeito a iluminagao e temperatura.

Cultivo in vitro: cultivo em vidro ou qualquer frasco, sob condicdes assépticas, ou seja, livre
de contaminantes superficiais e sob condicées ambientais controladas.

Cultura semissolida: cultura feita em meio de cultura gelificado.
Densidade de cultivo: quantidade de explante por volume de meio.

Densidade de inoculo: quantidade de explante no inicio do cultivo, por volume de meio.
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Desinfestacao: processo de eliminacao de microrganismos na superficie da fonte de ex-
plante, utilizando solug¢des desinfestantes, tais como alcool etilico e hipoclorito de sodio.

Disturbios metabdlicos: qualquer alteragdao no metabolismo da planta em decorréncia de
uma situacao de estresse, como, por exemplo, estresse hidrico, nutricional, ataque de pragas
e doencas, entre outros.

Dominancia apical: dominancia exercida pela gema apical de um broto ortotrépico ou
galho sobre as gemas laterais, impedindo o seu desenvolvimento.

Embriao somatico: embrido derivado de células somaticas, seqguindo os padroes de desen-
volvimento do embrido zigotico.

Embriogénese somatica: processo de formacao de embrido a partir de células somaticas.

Encapsulamento de embriao: envolvimento do embriao com uma capsula gelatinosa
suficientemente endurecida de tal forma a conferir a ele uma certa protecao.

Estado fisiolégico: caracteristica metabdlica do explante no momento em que é excisado,
que reflete as caracteristicas metabdlicas da planta matriz.

Etileno (C;H.): hormdnio vegetal produzido em quase todas as partes da planta, das quais
as regides meristematicas e a regiao dos nds sao as mais ativas na sua biossintese. Esta en-
volvido, entre outros processos, na senescéncia, na abscisdo foliar e no amadurecimento de
frutos.

Excisao: remocao, por meio de cortes, de parte da planta ou 6rgao.

Explante: segmento de tecido ou 6rgao vegetal retirado do seu sitio natural e utilizado para
iniciar uma cultura in vitro.

Exvitro: literalmente “fora do vidro” (do latim). Termo normalmente utilizado para contrastar
com processos efetuados in vitro (dentro do vidro).

Fase de estabelecimento: fase inicial do cultivo in vitro de explantes em meio de cultura
apropriado, que dura alguns dias ou semanas e resulta na sua sobrevivéncia e inicio de
crescimento.

Fermentador: equipamento utilizado para o cultivo de fungos e bactérias em meio liquido.

Filtro de ar: filtro constituido por membrana com poros suficientemente pequenos que
impedem a passagem de microrganismos, mas permitem a passagem do ar.

Filtro de dleo: aparato que permite a passagem do ar, mas impede a passagem de qualquer
tipo de substancia oleaginosa.

Fito-hormonio: substancia organica produzida pela planta que, em pequenas concentra-
¢Oes, promove, inibe ou modifica os processos fisioldgicos, geralmente em locais diferentes
daqueles onde foi produzido.

Fluxémetro: pequeno aparato que mede o fluxo de ar num sistema.

Fonte de explante: qualquer 6rgao ou partes de uma planta que é utilizada para retirada
de explantes.

Fotoperiodo: duracao diaria do periodo de cultivo na presenca de luz.



Biorreatores de imersdao permanente e de imersao temporaria: constituicdao basica e funcionamento

Gelificacao: processo de formacao de gel. Por sua vez, o gel é um tipo de suspensao coloi-
dal, onde um sélido se encontra disperso em um liquido, formando uma malha permanente,
que Ihe confere alto grau de viscosidade.

Gemas nodais: gemas presentes nas axilas das folhas.

Giberelina: hormoénio vegetal pertencente a classe de acidos diterpenoides tetraciclicos,
constituidos de cinco unidades de isopreno. As giberelinas estao envolvidas com a estimu-
lacdo de divisao e/ou alongamento celular, entre outros processos.

Hiper-hidratacao dos tecidos: hidratacao excessiva dos tecidos do explante ou da planta.

Hiper-hidricidade: desordens morfoldgicas e fisioldgicas que podem ocorrer em plantas
micropropagadas, caracterizadas pela hiper-hidratacao dos tecidos e inibicao da sintese de
celulose e lignina, levando a vitrificacao. As plantas com essa anormalidade apresentam hi-
pertrofia do parénquima lacunoso, reduzido nimero de células do parénquima palicadico,
meséfilo com grandes espacos intercelulares, entre outros.

Hipoclorito: substancia a base de cloro, com caracteristicas esterilizantes, devido a suas
propriedades oxidativas.

Imersao permanente: cultivo no qual os explantes permanecem imersos no meio de cul-
tura o tempo todo.

Imersao temporaria: cultivo no qual os explantes sao imersos no meio de cultura de tem-
pos em tempos (por exemplo, T minuto a cada 3 horas), sempre de forma automatizada.

Indexacao: processo de deteccao de patégenos em plantas ou culturas, visando a identifi-
cacao de plantas sadias.

Inoculacao: ato de colocar um explante em meio nutritivo, no qual sera cultivado.
Inoculo: aquilo que se inocula; em plantas, o mesmo que explante.

In vitro: literalmente “no vidro” (do latim). Termo aplicado para designar crescimento de
células, tecidos ou 6rgaos vegetais em meio de cultura, em diferentes tipos de frascos, sob
condigOes assépticas.

Lag phase: fase de crescimento inicial durante a qual o numero de células permanece rela-
tivamente constante. Nessa fase, o explante, recém-inoculado em meio fresco, adapta-se ao
novo ambiente e se prepara para entrar em divisao celular.

Lampada de LED ou do tipo LED (light emission diodes): tipo de luz emitida por diodo,
composto de cristal semicondutor de silicio ou germanio. Geralmente, as lampadas do tipo
LED consomem menos energia, esquentam menos e tém maior durabilidade que as lampa-
das fluorescentes.

Lavador de ar: pequeno aparato no qual o ar é borbulhado em agua para que particulas
presentes no ar possam ficar retidas na dgua.

Meio de cultura: substancia liquida ou gelatinosa utilizada para cultivo do explante.
Contém todos os nutrientes e reguladores de crescimento necessarios ao seu crescimento
e desenvolvimento.

Meio de cultura gelificado: meio de cultura contendo dgar ou qualquer outra substancia
que induza a gelificacao do meio.
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Meio nutritivo: o mesmo que meio de cultura.

Micorriza: fungo capaz de colonizar as raizes de uma planta e estabelecer com ela uma
associacao mutualistica do tipo simbidtica. O fungo contribui para aumentar a superficie
radicular da planta e, com isso, aumentar a absorcao de dgua e nutrientes enquanto a planta
fornece fotoassimilados para o seu crescimento.

Micropropagacao: producao de mudas ou qualquer material propagativo por meio da
cultura de tecidos ou cultivo in vitro.

Microtubérculo: pequeno tubérculo produzido in vitro sob condicdes especiais, que esti-
mulam a formacao deste tipo de material propagativo em grande quantidade, em determi-
nadas espécies, como a batata (Solanum tuberosum).

Morfogénese: processo de formacdo de novos érgaos e seus arranjos durante o ciclo de
vida que resulta nas caracteristicas de tamanho, forma e estrutura de uma planta.

Multibrotos: brotos formados em decorréncia do cultivo in vitro na presenca de regulado-
res de crescimento ou fito-hormdnios, principalmente de citocinina.

Multigemas: explantes que apresentam multiplas gemas formadas em decorréncia do cul-
tivo in vitro, na presenca de reguladores de crescimento ou fito-horménios, principalmente
de citocinina.

Nutrientes minerais: substancias inorganicas requeridas pelas plantas. Sdo classificados
em macro e micronutrientes, de acordo com a concentracao exigida.

Nutrientes organicos: substancias organicas presentes no meio de cultura e que sao es-
senciais ou contribuem para o crescimento do explante em cultivo, tais como vitaminas e
acucares.

Paclobutrazol: substancia inibidora da sintese de acido giberélico.

Phytagel™: agente gelificante extraido da bactéria Sphingomonas elodea e utilizado para
gelificacao de meio de cultura.

Propagulo: estrutura usada para propagacao ou multiplicagao vegetativa de uma planta.
O mesmo que explante ou in6culo quando esses regeneram um individuo completo.

Recalcitrancia: caracteristica inerente a um determinado explante em nao responder a
determinado estimulo quando em cultivo in vitro, por exemplo, inducao de formacao de
raiz na presenca de uma auxina.

Segmento nodal: segmento do caule com, pelo menos, uma gema axilar.

Semente sintética: embrido somatico que passou pelo processo de encapsulamento, capaz
de dar origem a uma planta equilibrada, ou seja, com raiz, caule e folha, apés o processo de
germinagao.

Sistema heterotréfico: sistema no qual uma planta depende da presenca de substancias
organicas, principalmente acucares, para crescimento e desenvolvimento.

Sistema mixotrofico: sistema no qual uma planta se nutre de modo autotréfico e
heterotroéfico.

Substancia gelificante: sustancia capaz de induzir a gelificacao do meio de cultura.
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Substancia reguladora de crescimento: substancia sintética que, quando aplicada a planta
em quantidades diminutas, estimula, inibe ou modifica o crescimento ou o desenvolvimen-
to, com efeitos semelhantes aos dos fito-hormoénios.

Substrato: suporte fisico utilizado para cultivo de plantas.

Temporizador: aparelho utilizado para ligar e desligar outros aparelhos, tendo como base a
programacgao em intervalos de minutos, horas e dias.

Ultrafiltracao: processo de filtracao por ultrafiltros.

Ultrafiltros: filtros com poros suficientemente pequenos para impedir a passagem de par-
ticulas ultrafinas, da ordem de micra de diametro ou menos. Por exemplo, a filtracdo por
osmose reversa impede a passagem de particulas dissolvidas em dgua e constitui um tipo
extremo de ultrafiltracao.

Valvula solenoide: sistema de abre-fecha comandado pela corrente elétrica.

Variacao epigenética: variacdo fenotipica observada nas mudas produzidas, mas que ndo
tem origem em alteragées no genoma da planta.

Variacao genética: variacao fenotipica que tem origem em alteragcdes no genoma da planta.

Variacao fisiologica: variacao devido a fatores fisiol6gicos. Essas variagdes tendem a desa-
parecer caso a planta seja cultivada em condi¢des favoraveis ao crescimento.

Variacao somaclonal: variacao genética ou epigenética observada nas mudas clonais.

Vidro sinterizado: frasco, disco ou qualquer utensilio feito a partir de pequenas esferas
de vidro soldadas entre si pelo efeito de alta temperatura, formando poros com tamanhos
proporcionais ao diametro das esferas utilizadas.

Viscosidade: caracteristica de qualquer mistura entre substancias que resulta na reducao
da sua fluidez.
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SISTEMA DE BIORREATORES PARA O CULTIVO DE CELULAS, TECIDOS
OU ORGAOS VEGETAIS OU ANIMAIS OU DE CELULAS DE
MICROORGANISMOS POR IMERSAO TEMPORARIA OU CONTINUA
UTILIZANDO FONTE DE PRESSAO POSITIVA OU NEGATIVA

CAMPO DA INVENCAO
A presente invengio refere-se a um sistema para cultivo de células, érggos e tecidos
vegetais ou animais ou de células de microrganismos, sob regime de imersio temporaria
(intermitente) ou imersdo continua (permanente), com possibilidade de borbulhamento

temporério ou continuo.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQ

Biorreatores sdo equipamentos amplamente utilizados para produgdo industrial de
metabdlitos de origem microbiana, animal e vegetal. Recentemente, os biorreatores
comecaram a ser utilizados para cultivo de células, tecidos, Orgdos e plantulas para
produgfio de mudas em larga escala.

O uso de biorreatores para propagagdio vegetal foi primeiramente relatado por
Takayama & Misawa (Takayama, S. & Misawa, M. 1981. “Mass propagation of Begonia x
hiemalis plantlets by shake culture”. Plant & Cell Physiol. 22(3):461-467) para propagagio.
de begbnia. Esta técnica foi adaptada para uma série de outras espécies vegetais (Akita, M
& Takayama, S. 1994. “Stimulation of potato (Solarnum tuberosum L. ) tuberization by
semicontinous liquid medium surface level control”. Plant Cell Rep. 13:184-187; Noriega,
C. & Sondahl MLR. 1993. “Arabic coffee micropropagation through somatic embryogenesis
via bioreactors. Biotechnologie ASIC, 15° Collogue, Mountpellier).

Os biorreatores sdo aplicados & produgio de embriSes somaticos (Tautorus, T.E.;
Lulsdorf, MM.; Kikcio & Dunstan, DI 1992. “Bioreactor culture of Picea glauca-
engelmanmii (interior spruce) somatic embryos. Growth parameters”. Appl. Microbiol,
Biotechnol. 38:46-51; Denchev, P.D.; Kuklin, A1 & Scragg, A H. 1992. “Somatic embryo
production In bioreactors. J. Biotechnol. 26:99-109) e para produgio de mudas ou semente
sintética (Attree, S.M.; Pomeroy, MX. & Fowke, L.C. 1994. “Production of vigorous,

desiccation tolerant white spruce (Picea glawca (Moench.) Voss.) sunthetic seeds In a
bioreactor”. Plant Cell Rep. 13:601-606).

A constituig8o -basica dos biorreatores usados para cultura de embrido e hastes
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caulinares ¢ fundamentalmente a mesma dos equipamentos utilizados para cultivo de
fungos, bactérias, células animais e células vegetais (Takayama, S. & Akita, M. 1994. “The
types of bioreactors used for shoots and embryos”. Plant Cell, Tissue and Organ Culture
39:147-156). ‘

Basicamente, os biorreatores tradicionais apresentam os seguintes componentes:
frasco de cultivo, motor elétrico ligado a um eixo que se estende até o interior do frasco,
bomba compressora de ar, sensores de temperatura, pH, oxigénio, etc.

O frasco de cultivo geralmente é desenhado de tal forma a permitir uma 6tima
aeragdio do meio bem como uma homogeneizagdo satisfatoria com um minimo de dano
mecdnico do material em cultivo. Os frascos podem ser feitos de vidro, ago inoxidavel,
policarbonato, polipropileno ou qualquer outro material que suporte a autoclavagem a uma
temperatura de 121 °C durante 15 a 30 minutos. Freqiientemente, o frasco de cultivo
apresenta um envoliorio metalico em forma de jaqueta, por onde circula 4gua com
temperatura pré determinada, para controle da temperatura de cultivo.

A homogeneizagio do meio de cultura e aeragdo do material de cultivo sdo feitas de
diversas formas, sendo mais comum a injegio de um fluxo de ar a uma determinada pressio
combinada com o movimento de uma hélice no interior do frasco de cultivo.

Visando sua esterilizagdo, o ar é forgado a passar através de uma membrana com
poros de 0,22 a 0,44 micra de didmetro.

O tamanho do frasco de cultivo normalmente varia entre 1 e 20 li}ros, embora
volumes menores como 250 e 500 mi ou maiores, 20 litros ou mais ja tenham sido
utilizados. Entretanto, a maioria dos frascos utilizados est4 na faixa de 1 a 4 litros.

_Existem, ja relatados alguns frascos para cultura, ou processos de cultivo de plantas,
mas pouca informagéo ¢ encontrada sobre equipamentos completos para esse fim.

A patente GB 2 301 374 descreve um recipiente para cultura de tecidos
compreendendo um tubo cilindrico transparente com tampa de rosca, contendo um tubo
lateral que permite recarga ou troca do meio liquido, com pequena possibilidade de
contaminag@o. O tubo lateral estd conectado ao cilindro principal por dois orificios, que
permitem a entrada ou saida de ar, decorrente da colocagfio ou retirada do meio que ¢ feita
com uma seringa. A manipulagio do meio de cultura neste sistema, embora seja feita sem
necessariamente mexer com os explantes ndo € tdo simples e segura, uma vez que envolve

varias conexdes.
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A contaminagdo microbiana é um dos maiores problemas no uso de biorreatores
segundo Manfredini et al. (Manfredini, R. ; Saporiti, L.G. & Cavallera, V citados por
Takayama & Akita (Takayama, S. & Akita, M. 1994. “The types of bioreactors used for
shoots and embryos”. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 39:147-156).

Os fatores que devem ser levados em consideragdo para prevenir a presenca de
contaminantes tipo bactéria, fungos e leveduras sio: tipos de materiais utilizados, valvulas e
anéis de vedacéo, filtragem adequada do ar, facilidade de carga e descarga e de troca do
meio de cultura. Desta forma, na construgdo de um equipamento, principalmente no que se
refere ao tamanho, conexdio entre as partes e manuseabilidade sfo fundamentais para
minimizar os riscos de contaminagio microbiana.

Varios tipos de biorreatores tém sido desenvolvidos e utilizados ou tém potencial de
uso em cultivo de plantas e embriGes. Estes biorreatores sdo classificados pelo tipo de
agitacdo ¢ construgdio do frasco. (Takayama, S. & Akita, M. 1994. “The types of
bioreactors used for shoots and embryos”. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 39:147-
156).

Biorreatores do tipo aerador agitador (“aeration agitation bioreactor”)sdo equipados
com diferentes tipos de hélices e borbulhadores de ar e sdo basicamente utilizados para
cultivo de células e embrides somaticos (Kessel, RH.J. & Carr,AH. 1972. “The effect of
dissolved oxygen concentration on growth and differentiation of carrot (Daucus carota)
tissue”™. J. Exp. Bot, 23:996-1007). A grande desvantagem deste modelo de biorreator ¢
que, para haver uma boa homogeneizagdo do meio, é necessario que a hélice gire em
velocidades relativamente elevadas, o que, regra geral, causa dano mecéanico acentuado ao
material em cultivo.

Em outro tipo, 0 de tambor rotatorio (“roller drum bioreactor”), o frasco de cultivo
gira suavemente em circulos sobre dois eixos. Neste tipo de biorreator, o dano mecénico é
minimo e € adequado ao cultivo de embrides e plantas. Entretanto, o nivel de oxigenaggo do
meio pode ficar prejudicado (Tanaka, H.; Nishijima, F. Suwa, M. & Iwamoto, T. 1983.
“Totating drum fermentor for plant cell suspension cultures”. Biotechnol. Bioeng. 25:2359-
2370).

O biorreator com filtro rotatorio (“spin filter biorreactor”) apresenta um filtro

conectado a um eixo, por onde o meio de cultura é descarregado (Styer, D.J. 1985.

“Bioreactor technology for plant propagation. In: Henke, RR. & Hughes, K. W. (Eds.).
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Tissue Culture In Forestry and Agriculture (pp. 117-130). Plenum Press, New York.) Este
elemento é responsavel igualmente pela homogeneizagio, bem como pela aeragio do
material em cultivo. Este tipo de biorreator funciona satisfatoriamente bem para propagagéo
via embriogénese somatica.

O biorreator com borbulhamento (“air driven bioreactor”) é de constituigiio muito
simples e a homogeneizagdo do meio, bem como a aeragfo sdo feitas pelo borbulhamento
de ar no fundo do frasco.

Os biorreatores de aeragdo simples e coluna de bolha (“bubble column
bioreactor”)sdo diferenciados pela relagdo altura/didmetro. Quando de 1 a 2 sdo definidos
como biorreatores de aeragdo simples e se a relagdo € de 3 ou acima, sdo considerados do
tipo coluna de bolha. Estes modelos apresentam bons resultados no cultivo de hastes
caulinares, bulbos, cormos e tubéreulos (Takayama, S. & Misawa, M. 1981. “Mass
propagation of Begonia x hiemalis) plantlets by shake culture”. Plant & Cell Physiol.
22(3):461-467).

No biorreator do tipo levantamento de ar (“air lift bioreactor”) o meio de cultura é
movido em decorréncia da aera¢fio que é feita de baixo para cima dentro de um tubo. As
bolhas de ar se movem de baixo para cima gerando um fluxo de meio na mesma direcdo.
Este modelo apresenta bons resultados, uma vez que hid uma boa aeragio e
homogeneizagio do meio de cultura e pouco dano mecanico ao material em cultivo (Park,
JM. ; Hu, W-S. & Staba, E.J. 1989. “Cultivation of Artemisia annua L. plantlets in a
bioreactor containing a single carbon and a single nitrogen source”. Biotechnol. and Bioeng.
34:1209-1213).

O biorreator do tipo fase gasosa (“gaseous phase bioreactor”™) € equipado com um
suporte perfurado sobre o qual o material em cultivo ¢ colocado. O meio de cultura &
pulverizado sobre o material em cultivo. O meio é drenado pela base de suporte e
novamente bombeado e pulverizado sobre o material a intervalos pré estabelecidos
(Ushiyama et al., citados por (Takayama, S. & Akita, M. 1994. “The types of bioreactors
used for shoots and embryos”. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 39:147-156). Este tipo
de biorreator apresenta excelentes resultados no cultivo de células, tecidos e orgéos porque
ndo ha dano mecénico, nem agitagio via borbulhamento. O inconveniente deste modelo € a
ndio renovagdo do ar interno, o que pode ser contornado com a inclusdo de um sistema de

aeragdo via injecdo de ar estéril.
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No biorretor de aeragio por membrana porosa ao oxigénio (“oxygen permeable
membrane aerator bioreactor”), o frasco de cultura contém uma canalizagio fina, em

espiral, feita de material poroso ao oxigénio, que pode ser teflon, silicone, policarbonato ou

~ polipropileno, através do qual o oxigénio passa para o meio de cultura. Este modelo de

biorreator ndio apresenta dano mecinico, porque ndo ha nenhum tipo de agitagio,
entretanto, a homogeneizagio do meio de cultura fica prejudicado (Luttman, R.; Florek, P.
& Preil, W. 1994. “Silicone-tubing aerated bioreactors for somatic embryo production”
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 39(2):157-170).

No biorreator do tipo sobre-aeragdo (“overlay aeration bioreactor™) a aeragéo ¢ feita
soprando o ar estéril sobre o meio de cultura. Eventualmente este tipo de aeragdo pode ser
combinada com agitagio suave do meio (Ishibashi, T.; Odawara, U.; Fujiwara, K. &
Ookuma, M. 1987. citado por Takayama & Akita (Takayama, S. & Akita, M. 1994. “The
types of bioreactors used for shoots and embryos”. Plant Cell, Tissue and Organ Culture
39:147-156). Bste modelo apresenta deficiéncia na aeragdio, o que pode comprometer o
crescimento de células e tecidos.

Em todos os modelos descritos anteriormente, com excegdo daquele que utiliza um
sistemna de pulverizagio de meio, o material em cultivo permanece imerso continuamente no
meio de cultura. Esta imersdo continua no meio de cultura causa problemas de
hiperhidratagio em tecidos, orgdos e plantulas. Dependendo da espécie e do tipo de meio
utilizado, a hiperhidratagsio dos tecidos pode causar distirbios fisiologicos sétios, que irdo
afetar o crescimento e desenvolvimento do material em cultivo.

Visando minimizar esse problema Harris & Mason (Harris, RE. & Mason, EB.B.

1983. “Two machines for in vitro propagation of plants in liquid medium. Can. J. Plant Sci,
63:311-316) descreveram o principio da imersdo temporaria para cultivo de fragmentos
vegetais relativamente grandes utilizando maquinas para cultivo de explantes de uva em
meio liquido, em frascos tipo Erlenmeyer. Durante o cultivo, o frasco era movimentado de
tal forma que em determinada posi¢do o explante se encontrava submerso e em outra, ndo
submerso. O estoque inicial de explantes era obtido através do cultivo por 28 dias em meio
com agar. Apds 90 dias de cultivo em meio de imers&o temporaria, a produgdio de brotos foi
sete vezes superior quando comparada & obtida pelo mesmo periodo em meio com agar.
Dessa forma os autores demonstraram também as vantagens do cultivo em meio liquido

sobre o meio solido (com agar).



10

15

20

25

30

Biorreatores de imersdao permanente e de imersao temporaria: constituicdao basica e funcionamento

6 /17

Em 1985, Tisserat & Vandercook (Tisserat, B.; Vandercook, C.E. 1985.
“Development of na automated plant culture system”. Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
5:107-117), buscando automatizar o sistema, desenvolveram um sistema de cultivo em
imersdo temporaria que consistia de uma grande cdmara de cultura, a qual era
periodicamente cheia de meio de cultura. Embora, o controle da troca gasosa ¢ do pH
fossem insatisfatorios, este método de cultivo por imersdo temporaria mostrou ser muito
superior aos cultivos em agar.

Posteriormente, foi desenvolvido um modelo de biorreator chamado de imersdo
temporaria (Alvard, D.; Cote, F. & Teisson, C. 1993. “Comparison of methods of liquid
medium culture for banana micropropagation. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 32:55-
60, 1993; Teisson, C.; Alvard, D.; Berthouly, M.; Cote, F.; Escalant, J.V. & Etienne, H.
1995. “In vitro culture by temporary immersion: a new device. Plantations 2(5):32-33),
onde o meio de cultura permanece em contacto com o explante por um periodo pré
determinado. Este modelo é constituido por um frasco de dois compartimentos: um
superior e um inferior conectados entre si. O meio de cultura ¢ colocado no compartimento
inferior enquanto que o material a ser cultivado, no superior. O meio de cultura passa do
compartimento inferior para o superior pela injegdo de ar no compartimento inferior.
Quando todo o meio passa para o compartimento superior, ocorre borbulhamento e aeragéo
do meio em contato com o material em cultivo. O ar é expelido através de um orificio na
tampa do compartimento superior. Apds um periodo pré estabelecido, a pressdo do ar no
compartimento inferior é aliviada, o que, por gravidade, faz com que o meio retorne ao
compartimento inferior, permanecendo ai até que o ciclo recomece. Neste sistema, a troca
de meio, atividade inerente a toda cultura, é bastante trabalhosa e hé risco de contaminagdo.
Outras limitagdes do sistema sio o volume pre-determinado de meio e do espago
determinado ao crescimento das células. Apesar disto, esse modelo ¢ o tipo mais utilizado
comercialmente até o momento.

Uma modificagio mais recente do modelo de biorreator de imersdo temporéria foi
feito por Lorenzo et al (Lorenzo, J.C.; Gonzalez, B.L.; Escalona, M.; Teisson, C. ;
Espinosa, P. & Borroto, C. Plan Cell, Tissue and Organ Culture 54:197-200) para

micropropagagiio de gemas de cana de agicar. Este sistema utiliza dois frascos, sendo um
para cultivo do material vegetal e outro para estocagem do meio de cultura. O meio de

cultura é transferido de um frasco para o outro por meio de um vacuo de 250 mm de Hg, o
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que permite a automatizagdo do sistema. A limitagio porém, consiste no fato de ndo
apresentar controle da aeragdo do meio, ndo sendo possivel ajustar as condigGes de cultivo

as células que necessitem de composigdes de ar especifica.

A técnica da imers3o temporaria é amplamente utilizada no cultivo de diferentes

células e ou tecidos. Os ajustes de tempo de imersdo e aeragdo do meio devem ser feitas

para cada material a ser cultivado. Da mesma forma, 0 modo como ¢ feita a movimentagéo

do meio deve ser a mais eﬁcienté ao sistema como um todo. Quando se utiliza ar
comprimido ou ar artificial para mover o sistema, deve-se considerar a composi¢do dos
gases, que pode influenciar o resultado final. E sabido que muitas células requerem
condigBes especificas, como por exemplo, atmosfera rica em CO,, para se desenvolverem.
Em outros casos, a presenga de determinados gases no ambiente de cultivo melhora a

produgdo de células ou sua qualidade.

A patente EP 574 283 refere-se a um processo para formagio de tubérculos de
batata, onde fica destacada a influéncia da composigio gasosa. Neste processo, o cultivo
das plantas ¢ feito num dispositivo que consiste de um primeiro recipiente, fechado e estéril,
contendo o meio de cultura, o qual estd contido num segundo recipiente, maior, deixando
um espago entre os dois frascos, por onde ¢ feita a circulagdo de agua que visa controlar a
temperatura. A caracteristica definida como aperfeigoamento € o fato do dispositivo contar
com meios de ventilagio forgada de ar, contendo de 1 a 10% de COgfeita pela parte
superior do primeiro frasco, o que resulta em uma taxa mais elevada de crescimento da
planta ¢ um aumento do teor protéico do tubérculo. A desvantagem deste dispositivo de
cultura reside na pouca praticidade de manuseio tanto do material cultivado, como do meio

de cultura, especialmente se for utilizado meio liquido.

O sistema ora proposto soluciona de uma Gnica vez, varios problemas e entraves
freqiientemente observados em cultura de células e tecidos. Trata-se de um sistema prético
e versatil, que permite o total controle das condigdes de cultivo e, portanto, ajuste a
diferentes necessidades. Essa invengfio pode trabalhar em imersdo temporéria ou continua,
permite o controle de temperatura, pH, luminosidade, volume de meio ¢ a alteragiio da
composigio do ar empregado, como também pode utilizar diferentes sistemas para
movimentagio ou aeragio do meio. Além disso, a operagio de troca de meio €

extremamente simples e praticamente sem risco de contaminaggo.
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S O DA INVENCAO

O objetivo da presente inven¢do é o de fornecer um sistema de biorreatores versatil
¢ intercambiavel, de uma para outra forma de imersfio temporaria € continua, no cultivo de
células, tecidos ou 6rgaos vegetais ou animais ou de células de microorganismos utilizando
tanto fonte de pressdo positiva como negativa imersio continua e tendo provisdo para
borbulhamento temporario ou continuo.

Uma das concretizagBes relaciona-se com um sistema de biorreatores para o cultivo
de células, tecidos ou orgdos vegetais ou animais ou de células de microorganismos por
imersdo temporaria utilizando fonte de pressdo negativa (22) e de ser constituido por pelo
menos um par de frascos, sendo um (1, 2 ou 3) para o cultivo e outro (4, 5 ou 6) para o
armazenamento do meio de cultura.

Uma segunda concretizagdo diz respeito 2 um sistema de biorreatores para o cultivo
de células, tecidos ou érgios vegetais ou animais ou de céulas de microorganismos por
imersdo temporaria utilizando uma fonte (22, 25) de pressdo positiva ¢ de ser constituido
por pelo menos um par de frascos, sendo um (1, 2 ou 3) para o cultivo e outro (4,50u6)
para o armazenamento do meio de cultura.

Uma terceira concretizagdo se refere a um sistema de biorreatores para o cultivo de
células, tecidos ou Orgdos vegetais ou animais ou de células de microorganismos por
imersdo continua utilizando uma fonte (22) de pressdo negativa ¢ de ser constituido por
pelo menos um par de frascos de cultivo (1, 2, 3, 4, 5 ou 6) e por um meio (17) de
purificagdo do ar que entra no sistema.

Uma quarta concretizagio relaciona-se com um sistema de biorreatores para o
cultivo de células, tecidos ou 6rgdos vegetais ou animais ou de células de miCroorganismos
por imersdo continua utilizando uma fonte (22, 25) de presséo po sitiva e de ser constituido
por pelo menos um par de frascos de cultivo (1, 2, 3,4, 5 ou 6).

Uma quinta concretizagdo diz respeito a um sistema de biorreatores para o cultivo
de células, tecidos ou oérgdos vegetais ou animais ou de células de microorganismos por
imersdo continua utilizando uma fonte (22) de pressdo negativa e de ser constituido por
pelo menos um par de frascos de cultivo (1, 2, 3, 4, 5 ou 6), sendo simplificado pela
eliminagdo dos meios de restrigdo (13, 14, 15, 16) para o controle da entrada e/ou saida de
ar do sistema.

Uma sexta concretizagdo relaciona-se com um sistema de biorreatores para o cultivo
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de células, tecidos ou orgdos vegetais ou animais ou de células de microorganismos por
imersio continua utilizando uma fonte (22, 25) de pressdo positiva e de ser constituido por
pelo menos um par de frascos de cultivo (1, 2, 3, 4, 5 ou 6), sendo simplificado pela
eliminagdo dos meios de restrigdo (13, 14, 15, 16) para o controle da entrada efou saida de

ar do sistera.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: Esquema do sistema de cultivo por imerséo temporéria utilizando pressdo
negativa para movimentagdo do meio liquido.

Figura 2: Esquema do sistema de cultivo por imersio temporaria utilizando presséo
positiva (compressor de ar) para movimentagio do meio liquido.

Figura 3: Esquema do sistema de cultivo por imerséo temporaria utilizando presséo
positiva (tanque de ar comprimido/ar artificial) para movimentagdo do meio liquido.

Figura 4: Detalhe das alterages decorrentes da modificacdo do sistema para
utilizagio em imersdo continua, com borbulhamento continuo ou temporario do meio
liquido.

Figura 5: Esquema do sistema para utilizagdo em imersdo continua, empregando
pressiio negativa para borbulhamento do meio de cultura.

Figura 6: Esquema do sistema para utilizagdo em imersdo continua, empregando
pressio positiva para borbulhamento do meio de cultura.

Figura 7: Esquema do sistema para utilizagdo em imerséo continua, empregando
pressdo positiva (compressor de ar ou tanque de ar comprimido)para borbulhamento do
meio de cultura.

Figura 8: Esquema do sistema para utilizagio em imerséo continua, simplificado
empregando pressio negativa para borbuthamento do meio de cultura.

Figura 9: Esquema do sistema para utilizagio em imerso continua, simplificado,
empregando pressio positiva (compressor de ar) para borbuthamento do meio de cultura.

Figura 10: Esquema do sistema para utilizagdo em imerséo continua, simplificado,
empregando pressdo positiva (tanque de ar comprimido/ar artificial) para borbulhamento

do meio de cultura.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

O sistema da presente invengdo é muito pratico e altamente versatil na medida em
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que, mantendo praticamente a mesma estrutura, € possivel processar o cultivo de células ou
tecidos de vegetais, animais ou microrganismos por imersio temporaria ou continua,
utilizando pressdo positiva ou negativa para a movimentagdo do meio de cultura. As
alternativas propostas permitem o cultivo aperfeicoado de células e tecidos por evitar
algumas limitagBes dos equipamentos j& conhecidos.

Os meios de transporte de liquido e de ar, de controle de vazdo ou de tempo, os
sensores € os materiais utilizados nos sistemas de cultivo da presente inven¢do sdo
selecionados de acordo com a disponibilidade e necessidade de adequag8o as caracteristicas
das condigBes gerais e especificas de cultivo de células e tecidos. Mais adiante, séo
fornecidas as alternativas possiveis.

Como mencionado anteriormente, os modelos de biorreatores de imersdo temporaria
e continua existentes no estado da técnica apresentam, em termos gerais, as seguintes
caracteristicas:

a) S#o equipamentos complexos do ponto de vista de montagem e funcionamento;

b) S#o equipamentos que se destinam ao cultivo sob condigBes de imers&o continua
ou imersdo temporaria, ndo permitindo versatilidade no seu uso, por ex,
transformagfio de um modelo de imersdo continua para imersdo temporaria e
vice-versa,

¢) Sdo equipamentos de dificil manipulagio durante as fases de esterilizagéo, carga,
descarga e troca do meio de cultura,

Em resumo, os sistemas da presente invengdio apresentam as seguintes

caracteristicas n3o encontradas nos outros modelos de biorreatores do estado da técnica:

a) O equipamento pode utilizar diferentes tipos de frascos, que podem variar em
tamanho, formato, constituigdo, tipo de tampa, transparéncia, etc.;

b) A montagem do sistema é simples e os componentes (valvulas solendides,
temporizadores, fonte de ar comprimido, filtros de ar, medidor de vazio,
conexdes metalicas, mangueiras de silicone, etc.) estio disponiveis.

c¢) O sistema foi desenhado para comportar quantidade varidvel de frascos de
cultivo. O limite do nimero de frascos ¢ determinado pela extensio das
tubulagdes bem como pela poténcia do compressor ou da fonte de ar
comprimido;

d) O sistema pode ser montado em diferentes ambientes de intensidade de luz,
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fotoperiodo e temperatura;,

¢) O sistema pode ser utilizado para cultivo em regime de imersdo temporaria ou
continua. No regime de imersdo continua, o equipamento pode funcionar sob
regime de borbulhamento continuo com diferentes fluxos de ar ou sob
borbulhamento temporario, cujo periodo pode ser definido pelo temporizador.
Para isto, sfio necessarios pequenos ajustes no equipamento;

f) O equipamento permite fazer, ainda, uso de uma fonte de ar artificial com

dosagens especificas de oxigénio, nitrogénio e gas carbdnico.

Na primeira concretizagdo da invengfo, mostrada na Figura 1, o sistema ¢
constituido de frascos de cultivo (1,2,3), frascos de armazenamento de meio (4,5,6), filtros
de ar , com tamanho de poros igual ou menor que 0,44 micra (7,8,9,10,11,12), valvulas
solendides (13,14,15,16), frascos de borbulhamento com carvdo ativo em suspenséo aquosa
(17,18), temporizadores (19,20), medidor de vazio (21), fonte de pressdo negativa (22) e
sensores do tipo eletrodo, para monitoramento do meio (27, 28 ¢ 29). |

Numa segunda concretizagio, para utilizagio de pressdo positiva através de
compressor de ar, 0 equipamento recebe algumas modificagSes como mostra o digrama da '
Figura 2. O compressor de ar (22) é conectado a um dispositivo de filtragem de ar (23).
Nessa construgio, o ar proveniente do dispositivo de filtragem passa pelo medidor de vazio
(21) e é borbulhado em frasco contendo suspensdo aquosa de carvéo ativado (24).

Alternativamente, de acordo com a Figura 3, o sistema utiliza tanque de ar
comprimido (22) ou cilindro de ar artificial (25), o equipamento agrega mais uma valvula
solendide (26), que ¢ ligada ao temporizador (19), com a finalidade de regular a entrada de
ar no sistema.

As concretizages anteriores referem-se ao funcionamento em modo de imersdo
temporaria. Para o funcionamento em modo de imersio continua, quer seja com
borbulhamento continuo ou temporario, sdo necessarias algumas modificagdes nos sistemas
de imersdo temporaria, mostrados nas Figuras 1 a 3. Na Figura 4 séo mostrados os detalhes
modificados no sistema para adaptagdo ao método de cultivo por imersdo continua. A
primeira modificagio refere-se aos tubos de movimentagdo de fluidos, ar(composigio
atmosférica ou modificada) e meio de cultura. Pode ser verificado na Figura 4, imersdo
continua, que os tubos com extremidade inferior imersa no meio de cultura tém a fungdo

exclusiva de borbulhamento. Dessa forma, a disposigio dos tubos (A) e (B) ¢ a mesma para
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ambos os sistemas, utilizando pressdo positiva e negativa. Deve ser ressaltado que no
sistema de imersdo temporaria, Figuras 1 a 3, a disposi¢4o dos tubos (A) e (B) € resultante
da necessidade de atender as duas fungdes, isto é movimentagio do meio de cultura e
borbulhamento. Uma segunda diferenga é o fato de que no sistema de imersdo continua os
recipientes 1 a 6 sdo todos frascos de cultivo, tanto no caso de pressdo positiva quanto no
de pressdo negativa. Assim, o diagrama completo para uso no modo de imerséo continua
utilizando pressio negativa fica como o mostrado na Figura 5, ¢ para pressdo positiva
(compressor de ar) como o mostrado na Figura 6. No caso de se dispor de duas fontes
alternativas de pressio positiva, o sistema completo tem a estrutura mostrada na Figura 7.
A terceira modificagio, quando se utiliza press@o negativa (Figura 5), ¢ a retirada de um
dos frascos de borbuthamento, ja que a diregio do fluxo de ar € tinica.

A automatizagdo do sistema é feita através de meios de controle atuando na
aplicagio de pressdo positiva ou negativa ao sistema. No presente caso, sdo providos
conjuntos de valvulas solendides do tipo “aberta e fechada”, acopladas a temporizadores.
No entanto, dispositivos equivalentes podem ser utilizados. Na Figura 5, caso do sistema
utilizando pressdo negativa, as valvulas solendides 13 e 15 permanecem abertas enquanto
que as de nimero 14 e 16 ficam fechadas. O contrario deve ser observado quando se utiliza
pressio positiva, como mostrado nas Figuras 6 ¢ 7, isto &, as valvulas de nimero 13 ¢ 15
permanecem fechadas e as de niimero 14 e 16, abertas. '

Alternativamente, como mostrado na Figura 8 (para uso com pressdo negativa),
Figura 9 (para uso com compressor de ar) e Figura 10 (provisdo de 2 fontes alternativas
com tanque de ar comprimido/ cilindro de ar artificial ou compressor de ar), a construgdo
do equipamento de cultivo no modo imersio continua, com borbulhamento temporario ou
continuo, pode ser simplificado, eliminando as valvulas solendides 13, 14, 15 e 16 da Figura
5.

A tubulagio pode ser feita de material flexivel ou rigido apropriado, por exemplo,
plastico, vidro ou metal, desde que néo produza qualquer tipo de contaminagdo, inclusive
gases toxicos. A tubulagiio em contato com os frascos deve suportar autoclavagem a cerca
de 121 °C por um periodo de ao redor de 30 minutos, ou outro tipo de esterilizago, como
por exemplo, por produtos quimicos ou radiagéo.

Os frascos devem ser feitos de material apropriado, preferencialmente transparente,

como por exemplo, de vidro ou pléstico, desde que resistam aos tratamentos de
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esterilizagdo acima mencionados.

O frasco de limpeza do ar € provido de meio adequado para garantir a pureza e
esterilidade necessarias ao processo. Borbulhamento do ar em suspenséo de carvdo ativado,
filtro de ar de carvio ativado seco ou qualquer outro material que retire particulas sélidas,
6leo e substincias volateis toxicas presentes na atmosfera ou no ar borbulhado, sdo alguns
de exemplos de meios de purificagéo e esterilizagdo do ar que alimentaré o sistema.

O temporizador é constituido de dispositivo mecanico, elétrico ou eletrdnico,
podendo ser automatizado através de microprocessador ou microcomputador.

O tanque de ar artificial pode conter diferentes combinagSes de oxigénio, nitrogénio
e gas carbdnico e outros gases, de acordo com a necessidade das células em cultivo. Esta é
uma das principais caracteristicas de flexibilidade do sistema da presente invengio que
utiliza a pressdo positiva, seja no cultivo por imerséo temporaria, seja no de imersfo
continua. O cultivo de células ou tecidos de batata é um dos exemplos em que a
modificagio da composigio do ar a ser usado no sistema, pelo aumento da proporgdo do
teor de CO,, resulta em propriedades melhoradas nos tubérculos produzidos (ver EP 574
283). '

O biorreator deve ser instalado em ambiente apropriado, sob condigdes de luz e
temperatura total ou parcialmente controladas, tais como camaras de fluxo laminar, cAmaras
de crescimento ou mesmo em casa de vegetagdo e viveiros (telados).

Na extremidade da tubulagiio (B) dos frascos de cultivo, existe um meio de restrigdo
tal como malha feita de algoddo, fibra sintética ou metal, suficientemente fina para reter a
passagem de agregados celulares, quando o meio € bombeado do frasco de cultivo para o
frasco de armazenamento de meio, quando em fincionamento no modo de imersdo
temporaria.

Em um modo preferido da invengdo, sensores podem ser conectados aos frascos de
armazenamento de meio (27, 28 e 29 ~ Figuras 1, 2 e 3, em imersdo temporaria) ou frasco
de cultivo (27, 28 e 29 — Figuras 4 a 10, em imersdo permanente) para monitorar a
temperatura, o potencial hidrogenidnico do meio (pH), niveis de oxigénio dissolvido, niveis
de potassio, sodio e outros componentes que podem estar presentes no meio de cultura. A
determinagiio do gas carbdnico pode ser feita através de sensores do tipo eletrodos
instalados em frascos acoplados na saida de ar do sistema, ja que este tipo de dispositivo

péio pode ser submetido a alta temperatura, durante o procedimento de esterilizagdo.
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Os modelos esquematizados nas Figuras 1 a 10 apresentam seis frascos conectados
em paralelo & fonte de pressdo negativa ou positiva. Entretanto, dependendo da
necessidade, o nimero de frascos é de no minimo dois e pode ser aumentado para algumas
dezenas ou mais, desde que a fonte de pressdo negativa ou positiva seja devidamente
ajustada.

A programagio do periodo de imersdo/emersdo, no sistema de imersdo temporaria,
e do borbulhamento de ar, nos sistemas de imersdo temporaria ou continua, € feita de
acordo com o tipo de material em cultivo, uma vez que células, embriGes, tecidos ou orgéos
requerem tempos distintos de periodos de imerso ¢ emersdo ou de borbuthamento de ar,
bem como diferentes composigdes de ar.

O funcionamento dos sistemas da presente inveng@o ¢ detalhado a seguir.

No caso do sistema de cultivo por imersio temporaria utilizando pressdo negativa
(vécuo),como mostrado na Figura 1, o material a ser cultivado é colocado nos frascos 1,2 ¢
3 e o meio de cultura nos frascos 4,5 ¢ 6. Para imersio do material em cultivo, a bomba de
vhcuo é acionada pelo temporizador (19). A programagdo do temporizador € fungéio do tipo
de material em cultivo. Quando o temporizador esta ligado, a bomba de vacuo entra em
funcionamento exercendo uma pressdo negativa no interior do sistema. O valor do véacuo
aplicado deve ser suficientemente alto para permitir a movimentagio do meio de cultura
entre os recipientes ¢ possibilitar o borbulhamento de ar no frasco de cultivo, mas deve ser
suficientemente baixo para impedir danos ou perda do material cultivado. Apropriadamente,
o vacuo aplicado fica entre 100 ¢ 300 mm Hg, correspondendo a 660 a 460 mm Hg no
interior do sistema. No momento zero, as valvulas solendides do tipo “duas posi¢es”(abre-
fecha) 13 e 15 estdo fechadas e as vélvulas 14 e 16, também do tipo “duas posigdes” estdo
abertas. No momento em que a bomba de vécuo ¢ acionada, o ar comega a ser retirado dos
frascos de cultivo. Com a formagio de vacuo nesses frascos, ocorre transferéncia do meio
de cultura dos frascos de armazenamento (4, 5 e 6) para os frascos de cultura (1,2 ¢3). O
meio permanece nos frascos de cultivo em contato com o material até o momento em que 0
temporizador (20) for acionado. Quando isto ocorre, as valvulas 13 e 15 (Figura 1) se
fecham e as de namero 14 ¢ 16 se abrem. Neste instante, 0 vacuo passa a ser feito nos
frascos de armazenamento de meio (4,5 e 6), o que faz com que o meio de cultura seja
sugado dos frascos de cultivo interrompendo a imerséo do material em cultivo. Apbs um

periodo pré determinado, a bomba de vacuo é desligada pela atuacgdio do temporizador 19, o
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que interrompe a geragiio de vacuo pela bomba. Para finalizar, o temporizador 20
permanece ligado por alguns minutos até que o vacuo tenha sido reduzido a zero, ou seja, a
pressio interna do sistema seja a atmosférica. Neste momento, o temporizador 20 desliga as
valvulas permanecendo assim até que o ciclo recomece. O ar atmosférico entra no sistema
por duas vias alternativas, pelos frascos de borbulhamento 17 ou 18. O medidor de vazio
conectado ao frasco 17 mede o fluxo de ar que entra no sistema durante o momento em que
o meio esta sendo transferido do frasco de cultivo para os frascos de armazenamento de
meio.

Alternativamente, o sistema de imersio temporatia da presente invengdo utiliza
pressdo positiva como mostrado nas Figuras 2 3.

No cultivo por imersio temporaria com pressio positiva, o procedimento &
semelhante ao descrito para cultivo por imerséio temporaria com pressio negativa como
mostrado na Figura 1. A pressio aplicada deve ser controlada para evitar danos ou perda do
material que estd sendo cultivado. Pressdes positivas na faixa de 300 a 500 mm Hg,
correspondendo a pressdes de 1060 a 1260 mm Hg no interior do sistema, séo apropriadas.

Na Figura 2, ¢ mostrado o diagrama do sistema de imersdo temporaria utilizando
compressor de ar e na Figura 3, o diagrama do sistema de imersio temporaria utilizando
tanque de ar comprimido ou cilindro de ar artificial.

No primeiro caso (Figura 2), o ar ¢ bombeado pelo compressor de ar (22), que entra
em funcionamento de acordo com a programagdo do temporizador 19. O ar passa por um
filtro de ar seco (23), para remogdo de 6leo e particulas solidas e, em seguida, passa pelo
medidor de vazdo (21) antes de ser borbulhado no frasco 24. Este frasco contem carvao
ativado suspenso em agua deionizada, para uma segunda filtragem e umidecimento do ar.
As valvulas 13 e 15 encontram-se abertas enquanto que as de numero 14 e 16 estdo
fechadas. Com isto, a pressio é exercida nos frascos de armazenamento de meio (4, 5 ¢ 6),
o que impele o meio destes frascos para os frascos de cultivo (1, 2 e 3), resultando na
imersdo do material em cultivo. Quando as valvulas solenoides sfo acionadas pela agéio do
temporizador 20, ocorre fechamento das vilvulas 13 e 15 e abertura das vélvulas 14 ¢ 16, ¢,
com isto, o meio retorna ao frasco de armazenamento, interrompendo o periodo de imersio
do material. Apds a transferéncia completa do meio, o compressor ¢ desligado por agdio do
temporizador 19 e alguns minutos apos, quando a pressdo do sistema for a atmosférica, as

valvulas solendides sdo desligadas pelo temporizador 20, permanecendo assim até que o
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ciclo FRPAMEEE-

! -]‘Sq“segmdo cago (flgu{a 3), qﬂﬂndo se utiliza tanque de ar comprimido ou cilindro
de ar artificial como fonte de pressdo positiva, a Gnica alteragéo refere-se & introdugfo da
vélvula solendide (26), com a finalidade de liberar a passagem de ar do tanque (22) ou
cilindro (25) para o sistema.

Na concretizagio da presente invengdio relacionada com o cultivo por imersdo
continua, com borbulhamento temporéario ou continuo, utilizando bomba de vacuo, como
mostrado nas Figuras 4 e 5, o sistema requer alteragao do tubo de borbulhamento dos
modelos mostrados nas Figuras 1,2 e 3. Como mostra o diagrama da Figura 4, 0s frascos de
armazenamento de meio passam a ser igualmente frascos de cultivo. A Figura 5 mostra o
sistema de biorreatores de imers3o temporaria convertido parﬁ cultivo de imersdo continua
utilizando bomba de vacuo. Foi eliminado um frasco de borbulhamento (frasco 18 da Figura
1) j4 que a diregdo de fluxo do ar ¢ dnica. Durante o funcionamento, o vacuo € feito nos
frascos 3, 4 e 5, ja que as valvulas solendides 13 e 15 estdo abertas ¢ as de nimero 14 ¢ 16,
fechadas. Assim o ar segue o sentido mostrado pelas setas, ocorrendo borbulhamento do
meio em todos os frascos. Neste caso, o temporizador (20) permanece desativado. Para
funcionamento em modo de borbulhamento temporario basta programar o funcionamento
da bomba de vacuo por meio do temporizador 19.

O cultivo por imersio continua, com borbulhamento temporario ou continuo, pode
ser feito utilizando pressio positiva. A Figura 6 mostra o sistema de biorreatores de imersdo
temporaria convertido para cultivo por imersdo continua utilizando compressor de ar como
fonte de pressio positiva. O ar ¢é injetado nos frascos 1,2 ¢ 3 como mostra 0 sentido das
setas. Com isso b4 borbulhamento do meio de cultura em todos os frascos. Para que isto
aconteca, as valvulas solenodides 13 e 15 devem estar fechadas e as de numero 14 e 16,
abertas. O borbulhamento continuo ou temporério vai depender da programagio do
temporizador 19.

Alternativamente, o sistema de cultivo por imerséo continua, com borbulhamento
temporario ou continuo, pode utilizar tanque de ar comprimido ou cilindro de ar artificial,
como fonte de pressdo positiva.

A TFigura 7 mostra um sistema de biorreatores de imersio temporéaria convertido
para cultivo por imersdo continua utilizando tanque de ar comprimido (22) ou cilindro de ar

artificial (25). O sentido do fluxo de ar esta representado pelas setas. Desta forma, ha
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borbulhamento do meio toda vez que a valvula solendide (26) estiver aberta, cujo controle ¢
feito pelo temporizador 19. Para que o sentido do fluxo de ar seja este, é necessario que as
valvulas solendides 13 e 15 estejam sempre fechadas e as de numero 14 ¢ 16, sempre
abertas.

Em uma concretizagdo adicional da presente imvengdo, o sistema de cultivo por
imerséo continua, com borbulhamento temporario ou continuo, pode ser simplificado.

Na construgdo simplificada do sistema de cultivo por imersdo continua, as véalvulas
solendides 13, 14, 15 e 16 (presentes nos sistemas das figuras 1 a 7) podem ser eliminadas.
Na Figura 8, uma bomba de vacuo ¢ utilizada como fonte de presséo negativa. Na Figura 9,
a fonte de pressio positiva € um compressor de ar, e, alternativamente, na Figura 10, um
tanque de ar comprimido ou cilindro de ar artificial.

No funcionamento com bomba de vicuo, faz-se o vicuo nos frascos 4, 5 ¢ 6 (ver
Figura 8), ocorrendo borbulthamento nestes frascos e também nos frascos 1,2 e 3. O ar que
entra no sistema ¢ pré-filtrado pelo frasco de borbulhamento 17. O funcionamento com
borbuthamento continuo ou temporario depende da programagio do temporizador 20.

No funcionamento com compressor de ar (ver Figura 9), o funcionamento ¢
semelhante ao descrito quando se usa bomba de vacuo, havendo, no entanto, uma mudancga
na conexio para permitir a aplicacdo da pressdo positiva.

Quando se utiliza tanque de ar comprimido ou cilindro de ar artificial (Figura 10),
semelhantemente ao sistema mostrado na figura 9, a pressdo € positiva. A Ginica alteragéio é
feita pela programacdo da valvula solendide 19, que controla o regime de borbulhamento

dos frascos, se continuo ou temporario.
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REIVINDICACOES

Sistema de biorreatores para o cultivo de células, tecidos ou orglos vegetais ou
animais ou de células de microorganismos por imersio tempordria ou continua
utilizando fonte de pressio positiva ou negativa caracterizado por compreender:

{a) pelo menos um par de frascos (1, 2, 3, 4, 5, 6) para o cultivo ou um para o
cultive e outro para armazenamento do meio de cultura;

(b) uma fonte de pressio positiva ou negativa (22, 253,

(c) filtrosdear(7.8,9. 10, 11, 12} com tamanho de poros igual ou menor gque 0,44
micra;

{d) opcionalmente, meios de restrigiio (13, 14, 15, 16) para o controle da entrada
¢/ou saida de ar do sistema,;

{e) meios (17. 18, 23, 24) de purificagiio do ar que entra no sistema;

(1) opcionalmente, meios (19, 20) de controle de tempo de movimentagfio de meio
e/ou de regulagio de aeragdo, por borbulhamento, do meio de cultura;

{g} medidor de vazio (21) para permitir o ajuste da pressio interna do sistema a
um valor predeterminado;

{h} meios (27. 28. 29) de monitoramento das condigdes de cultivo;

{1} tubos de alimentagdo (C) ou retirada do ar do sistema ¢ de conexdo (A, B) dos
frascos (1, 2, 3. 4, 5. 6) de cultivo ou de cultivo ¢ armazenamento do meio de
cultura,

Sistema de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato dos meios de

restrigio para o controle da entrada e/ou saida de ar do sistema serem valvulas

solenoides.

Sistema de acordo com a reivindicagio | caractenizado pelo fato do monitoramento

das condigdes de cultivo ser feito pelo controle da temperatura, do pH do meio, dos

niveis de oxigénio, potdssio, sodio e componentes presentes no meio de cultura.

Sistema de acorde com a reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato dos meios de

purificagio do ar que entra no sistema serem constituidos de recipientes contendo

suspensdo aquosa de carvao ativado,

Sistema de acordo com a reivindicagfio 1 caracterizado pelo fato do cultive ser feito

por imersio temporaria utilizando fonte de pressio negativa (22) e de ser
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constituido por pelo menos trés pares de frascos, sendo um par (1, 2. 3) para o
cultivo ¢ outro (4, 5. 6) para 0 armazenamento do meio de cultura.

Sistema de acordo com a reivindicagio 5 caracterizado pelo fato da pressiao
aplicada ser um valor de vicuo de 100 a 300 mm Hg.

Sistema de acordo com a reivindicagido 1 caracterizado pelo fato do cultivo ser feito
por imersio temporaria wtilizando uma fonte (22, 25) de pressio positiva ¢ de ser
constituido por pelo menos trés pares de frascos, sendo um par (1, 2. 3) para o
cultivo e outro (4, 5, 6) para 0 armazenamento do meio de cultura.

Sistema de acordo com a reivindicagdo7 caracterizado pelo fato da pressdo aplicada
estar compreendida entre 300 e 500 mm Hg.

Sistema de acordo com a reivindicagio 7 caracterizado pelo fato da fonte de
pressdo positiva ser um compressor de ar (22) ¢ de conter, adicionalmente, um
dispositivo de filtragem de ar (23) para eliminagdo de particulas solidas ¢ de oleo
do ar a ser alimentado ao sistema.

Sistema de acordo com a reivindicagdo 7 caracterizado pelo fato da fonte de
pressfio positiva ser um tanque de ar comprimido de composi¢io atmosférica (22)
ou enriquecida com gases (25) que promovam um cultivo especilico e, tendo,
adicionalmente, um sistema de regulacdo da entrada de ar no sistema constituido de
uma valvula solenoide (26) e um temporizador (19).

Sistema de acordo com a reivindicagio 1 caracterizado pelo fato do cultivo ser feito
por imersdo continua utilizando uma fonte (22) de pressio negativa ¢ de ser
constituido por pelo menos trés pares de frascos de cultivo (1, 2, 3. 4, 5. 6) ¢ por um
meio (17) de purificacdo do ar que entra no sistema,

Sistema de acordo com a reivindicagio 11 caracterizado pelo fato da presséo
aplicada ser um valor de vacuo de 100 a 300 mm Hg.

Sistema de acordo com a reivindicagio 11 caracterizado pelo fato da disposigdo dos
tbos (A) e (B} ser modificada para ter como unica fungio o borbulhamento,
continuo ou intermitente, de ar no meio de cultura,

Sistema de acordo coma reivindicagdo | caracterizado pelo fato do cultivo ser feito
por imersio continua utilizando uma fonte (22, 25) de pressdo positiva e de ser

constituido por pelo menos trés pares de frascos de cultivo (1, 2, 3, 4, 5, 6).
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Sistema de acordo com a reivindicagio 14 caracterizado pelo fato da disposi¢io dos
tubos (A) e (B) ser modificada para ter como udnica fungio o borbulhamento,

continuo ou intermitente, de ar no meio de cultura.

. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 5, 7. 11, 14, 16 ¢ 17

caracterizado pelo fato de ser utilizando para o cultivo de células, tecidos ou rgios
vegetais.
Sistema de acordo com a reivindicagio 18 caracterizado pelo fato da composigio

do ar alimentado ao sistema ser ajustado de acordo com a espécie vegetal cultivada.
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RESUMO

SISTEMA DE BIORREATORES PARA O CULTIVO DE CELULAS, TECIDOS
OU ORGAOS VEGETAIS OU ANIMAIS OU DE CELULAS DE
MICROORGANISMOS POR IMERSAO TEMPORARIA OU CONTINUA
UTILIZANDO FONTE DE PRESSAO POSITIVA OU NEGATIVA

Trata-se a presente invengéo de um sistema de biorreatores versatil e intercambiavel,
que permite o total controle das condigGes e ajuste a diferentes necessidades para o cultivo
de células, tecidos ou drgéos vegetais ou animais ou de células de microorganismos.

Uma concretizagdo relaciona-se com o cultivo de células por imersdo temporaria,
utilizando fonte de pressio negativa (bomba de vacuo) ou positiva (compressor de ar ou
cilindro de ar comprimido ou ar artificial) e de ser constituido por pelo menos um par de
frascos, sendo um para o cultivo e outro para o armazenamento do meio de cultura.

Uma outra concretizagdo se refere ao cultivo por imersdo continua, utilizando fonte
de pressdo negativa ou positiva e de ser constituido por pelo menos um par de frascos de
cultivo e por um meio de esterilizacdo do ar que entra no sistema.

Apresenta ainda possibilidade de simplificagio dos modelos pela eliminagdo dos

meios de controle da entrada e/ou saida de ar do sistema.
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