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RESUMO: A participagdo da méo-de-obra na producéo de mudas via micropropagagdo pode chegar a
70% do custo fina. Visando economia de méo-de-obra, a Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia
deu inicio h4 aguns anos ao desenvolvimento de um biorreator de imersdo temporéria. Este sistema de
cultivo foi escolhido tendo em vista que a maioria dos biorreatores publicados eram do tipo de imersao
continua e foram delineados para cultivo de cdlulas vegetais e de microrganismos, ndo constituindo a
melhor alternativa para o cultivo de gemas e embrides somaticos. A construcdo do primeiro protétipo da
Embrapa teve como referéncia o biorreator de imersdo temporéria desenvolvido pelo CIRAD, que é
conhecido como sistema RITA. O sistema desenvolvido pela Embrapa é composto de pares de frascos ao
contrario do sistema RITAO, 0 qual consiste de dois compartimentos em um s0 frasco. No compartimento
inferior 0 meio de cultura fica armazenado e, no superior, € mantido o explante. No sistema desenvolvido
pela Embrapa, em um frasco é estocado o meio de cultura enquanto que no outro é feito o cultivo do
explante, que podem ser cdlulas, gemas ou embrides sométicos. Os pares de frascos sdo conectados via
canalizacdo a um sistema de vélvulas solendides, as quais controlam a diregdo do fluxo de ar procedente
do compressor, de acordo com a programagdo dos temporizadores eletronicos, aos quais S&o conectadas as
vavulas. Apoés testes preliminares, verificou-se um perfeito funcionamento do sistema, o qual esta sendo

avaliado para cultivo de calo e embrido somético de café.
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TEMPORARY IMMERSION BIOREACTOR DEVELOPED BY EMBRAPA- GENETIC
RESOURCES AND BIOTECHNOLOGY

ABSTRACT: The contribution of labor to the final cost of micropropagated seedlings can be as high as
70%. In order to reduce this cost, Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia started few years ago the

development of atemporary immersion bioreactor system. This system was chosen taking in consideration
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that the bioreactors found in the scientific literature were of continuous immersion models, and were
designed for culturing plant cells and microorganisms, and not appropriated to culturing buds and somatic
embryos. The construction of the first Embrapa prototype was based on the temporary immersion system
developed by CIRAD, which is called RITA® system. The system developed by Embrapa has one or
more pair of flasks while the RITA® system is constituted by a two compartment flask. The medium is
kept in the lower compartment, and the explant in the upper portion of the flask. In the Embrapa system
the medium is held in one flask while the explant is maintained in the other one. The flasks are connected
to a solenoid valve system, which controls the air flux direction coming from the air compressor system,
according to the program established by electronic timers, which are connected to the solenoid valves.
After preliminary tests, we verify that the system worked very well, and is been evaluated for the culture
of coffee callus and somatic embryos.

Key words: bioreactor, temporary immersion, micropropagation, coffee.

INTRODUCAO

O método convencional de micropropagacdo € atamente demandante de méo-de-obra, 0 que
encarece o custo da muda produzida em biofabricas. Além do mais, o grande envolvimento de méo-de-
obra e a intensa manipulagéo das culturas in vitro acarretam prejuizos, como perdas por contaminacéo e
misturas varietais. Dessa forma, é necessario buscar novas alternativas de cultivo in vitro, e o
desenvolvimento de biorreatores pode contribuir para o estabel ecimento de metodologias mais adequadas,
aumentando significativamente as taxas de multiplicagdo, bem como reduzindo o envolvimento de méo-
de-obra, o que resultard numa reducdo substancia do custo final da muda.

Nos primeiros modelos de biorreator descritos na literatura utilizados para micropropagacéo, o
material em cultivo permanece imerso continuamente no meio de cultura (Levin et a., 1988; Takayama et
al., 1986; Preil et al., 1988). Essa imersdo continua causa problemas de hiperidratacdo em tecidos, 6rgaos
e plantulas. Dependendo da espécie e do tipo de meio utilizado, a hiperidratacdo dos tecidos pode causar
disturbios fisiol 6gicos sérios, que irdo afetar o crescimento e desenvolvimento do material em cultivo.

Visando eiminar ou minimizar este problema, foi desenvolvido um modelo de biorreator chamado
de imersdo temporéria (Alvard et a., 1993; Teisson et a., 1995). Neste tipo de biorreator, 0 meio de

cultura permanece em contato com o explante por um periodo pré-determinado. O modelo descrito por
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Alvard et a. (1993) é constituido por um frasco de dois compartimentos - um superior e um inferior-
conectados entre si. O meio de cultura é colocado no compartimento inferior, e 0 material a ser cultivado,
no superior. O meio de cultura passa do compartimento inferior para o superior pela injecdo de ar no
compartimento inferior. Quando todo 0 meio passa para 0 compartimento superior, ocorre borbulhamento
e aeracao do meio em contato com o material em cultivo. O ar € expelido através de um orificio na tampa
do compartimento superior. Apds um periodo preestabelecido, a pressdo do ar no compartimento inferior €
aliviada, o que, por gravidade, faz com que o meio retorne ao compartimento inferior, permanecendo ai
até que o ciclo recomece. O modelo desenvolvido por Alvard et al. (1993) foi modificado no que se refere
aconstrucdo, mas manteve basicamente as mesmas caracteristicas de funcionamento (Etienne-Bary et d.,
1999).

Na realidade, o principio da imersdo temporéria para cultivo de fragmentos vegetais relativamente
grandes foi primeiramente descrito por Harris & Mason (1983), os quais descreveram maguinas utilizadas
para cultivo de explantes de uva em meio liquido em frascos do tipo Erlenmeyer. Durante o cultivo, o
frasco era mudado de posicdo de tal forma que em determinada posicdo 0 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 &gar. Apés 90 dias de cultivo no meio de imersdo temporaria, a producéo de brotos era
sete vezes superior, comparado com o rendimento obtido pelo mesmo periodo em meio com agar.

Em 1985, Tisserat & Vandercook (1985) desenvolveram um sistema de cultivo em imersdo
temporéria que consistia de uma grande camara de cultura, a qual era periodicamente cheia de meio de
cultura. Embora o controle da troca gasosa e do pH fosse insatisfatorio, este método de cultivo por
imersao temporaria mostrou ser muito superior aos cultivos em agar.

Atken-Christie & Jones (1987) utilizaram igualmente um sSistema de cultivo em imersio
temporaria na propagacdo de Pinus. Neste sistema, 0 meio nutritivo liquido era colocado sobre o meio
solido sobre o qual estavam os explantes. O meio permanecia em contato com o explante por quatro a seis
horas. Ap0s esse periodo, 0 meio eraretirado através de uma bomba de vécuo.

Pouco tempo depois, Aitken-Chistie & Davies (1991) desenvolveram um sistema semi-automatico
de cultivo sob imersdo tempordria, no qual plantulas eram cultivadas em um grande recipiente com meio
gdificado, com adicdo e remocdo automética e periddica de meio liquido.

Simonton et a. (1991) desenvolveram um equipamento automatico de micropropagacao, no qual o
meio liquido era injetado sobre as plantulas em cultivo, de acordo com um esguema de tempo
preestabel ecido.

Uma modificacdo mais recente do modelo de biorreator de imersdo temporaria foi feita por
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Lorenzo et al. (1999) para micropropagacdo de gemas de cana de aglcar. 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 0 outro por meio de um vécuo de 250 mm de Hg. Entretanto, ndo foram
apresentados detal hes adicionais da construgdo e de funcionamento desse tipo de biorreator.

CONSTRUCAO

O equipamento desenvolvido pela Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia é constituido de
frascos de cultivo (1,2 e 3 - Figura 1), frascos de armazenamento de meio (4,5 e 6 - Figural), filtrode ar
com poros igual ou menor que 0,44 micrdometro (7,8,9,10,11 e 12 - Figura 1), vavulas solendides
(13,14,15,16 e 26 - Figura 1), frasco de borbulhamento com carvéo ativo em suspensdo aquosa (24 -
Figura 1), temporizadores (19 e 20 - Figura 1), fluxdmetro (21 - Figura 1), fonte de pressdo positiva
(tanque de ar comprimido ou cilindro de ar artificial) (22 e 25 - Fig.1), filtro de ar/dleo (23, Fig. 1) e
eletrodos para monitoramento do meio (27, 28 e 29 - Figura 1).

FUNCIONAMENTO

O ar do tanque de ar comprimido (22) ou do cilindro de ar artificia (25) entra no sistema, passando
inicialmente pelo filtro de ar seco (23), para remocéo de Oleo e particulas sdlidas via vavula solendide
(26), comandado pela programacéo do temporizador (19). O ar, em seguida, passa pelo fluxometro (21)
antes de ser borbulhado no frasco 24. Este frasco contém carvéo ativado suspenso em agua deionizada,
para uma segunda filtragem e umedecimento. As valvulas 13 e 15 encontram-se abertas, enquanto as de
nimero 14 e 16 estéo fechadas. Neste caso, as valvulas 13 e 15 sdo do tipo normalmente abertas e as de
nimero 14 e 16, normalmente fechadas. Com isso, a pressao € exercida nos frascos de armazenamento de
meio (4, 5 e 6), 0 que impele 0 meio destes frascos para os frascos de cultivo (1, 2 e 3), resultando na
imersdo do materia em cultivo. Quando as valvulas solendides sdo ligadas via temporizador (20), ocorre
fechamento das vavulas (13 e 15) e abertura das valvulas (14 e 16); dessa forma o meio retorna ao frasco
de armazenamento, interrompendo o periodo de imersdo do material. Apds a transferéncia completa do
meio, o fluxo de ar é interrompido via temporizador (19), e alguns minutos apds, quando a pressao do
sistema tiver reduzido a zero, as vavulas solendides sd0 dedligadas via temporizador (20), assim
permanecendo até que o ciclo recomece (Figural).
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O biorreator desenvolvido pela Embrapa, aém de funcionar no sistema de imersdo temporaria,
pode ser adaptado para funcionar sob regime de imersdo continua. O borbulhamento sob regime de
imersdo continua pode ser programado de acordo com a necessidade do explante em cultivo. O
funcionamento no modo de imersdo continua pode ser Util para o cultivo de células embriogénicas, como
as obtidas de explantes foliares de café.

CONCLUSAO

O sistema desenvolvido pela Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia apresentou resultados
satisfatérios quando testado para o cultivo de gemas de abacaxi, microestacas de batata e
microtuberizacdo de batata. Alguns gjustes foram feitos na fonte de ar comprimido e no tipo de frasco,
bem como no tipo de tampa dos frascos.

Os testes com uso de véacuo, apesar dos resultados satisfatorios em termos de crescimento do
explante, redundaram em aumento da taxa de contaminagdo, o que ndo ocorreu quando o vécuo foi
substituido por bomba compressora ou ar comprimido. O sistema esta em funcionamento ha mais de seis
meses, sem nenhum problema aparente. Portanto, os testes de robustez, funcionamento e facilidade de
manipulacdo ja foram concluidos.

Os primeiros calos e embrifes sométicos de café foram inoculados e encontram-se em cultivo.
Neste primeiro teste, sera avaliado o crescimento de calos embriogénicos e embrides sométicos tanto de
C. canephora quanto de C. arabica. Os testes estdo em fase inicia, devido a fdta de calos embriogénicos
e embrides somaticos que estavam sendo obtidos.

O sistema foi submetido ao INPI, para fins de patenteamento, em 28 de agosto de 2000, recebendo
0 numero PI 0004185-8.
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Figura 1 - Desenho esguematico de biorreator de imersdo tempordria desenvolvido pela Embrapa-
Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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