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Aplicacao da tecnologia em escala
comercial.

4

Necessidade de minimizar custos na
micropropagacao industrial

2

Desenvolvimento de novas estrategias e
equipamentos de automacao




Termo geralmente utilizado para descrever um recipiente
contendo uma reacao biologica.
(De Bry, 1986)

fere a um-recibiente utilizado para a cultura aerobica de
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celulas, fermentadores ou colunas de celulas imobilizada
ou enzimas.
(Combs, 1986)

\

Obtencao de grande numero de brotos ou plantulas em
ciclos de producao e custos mais reduzidos




Utilizagcao de fermentadores convencionais em suspensao celular de
embrioes somaticos (Kessel & Carr, 1972)

Primeiro relato sobre a utilizacao da técnica de biorreatores na
micropropagacao de begonia (Takayama, 1981)
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Producao em larga-escala de espécies ornamentais (Lirio, bromélia) e
agrndmicas (batata, estévia, banana).

Desenvolvimento de novos equipamentos para cultivo de embrioes
somaticos, multiplicagao de gemas e brotos de varias espécies.

Utilizacao comercial na micropropagacao de espécies arbéreas em
biofabricas.

Gupta & Ibaraki, 2006




Fermentadores:

—Desenvolvidos para fungos e
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auvullliiado

—Agitacao mecanica e
borbulhamento

—Sofisticados e caros
—Adaptados para cultivo de células

—Nao se prestam para cultivo de
gemas e plantulas




Vantagens

* Alta produtividade e
eficiéncia do
processo

* Melhor controle das
condicoes da cultura

* Suprimento 6timo de
nutriente/bioregulado
r

* Automacao do
processo

* Mudanca e
adequacao do meio

Desvantagens

* Hiperidricidade
do explante

* Variacao do
tamanho da
plantula

* Contaminacao
microbiana

* Recalcitrancia de
algumas
espécies




Itens Biorreator Agar Variacao
Recipientes
Volume (L) 20 - 500 0,5-1,0 9% A
Capacidade (L) 15 - 300 0,05 -0,10 9% A
Quantidade 6-10 1.000 100 X L
Quantidade in6culo 90 - 100 150 - 200 84 % A
Periodo cultivo (dias) 90 60 33%
Espaco cultivo (m?) 1-2 35 -40 27 X A
Mao de obra (min)
Tempo operacional 200 2.500 92 % ¢
Preparo meio 60 450 87% "N
Autoclavagem 10 140 93 % ¢
Inoculacao 45 1.250 96 % ¢
Manejo culturas 55 360 85% A




Aerador agitador

Tambor rotatorio

Filtro rotatoério

Agitacao por hélices em
eixo giratorio.

Movimento leve e

rotacional em dois eixos.

Filtro conectado ao eixo
central por membrana.

Cultivq celular e embrides
somaticos.

Cultivo de embrides e
brotos.

Cultivc_) de embridoes
somaticos.

boroumamento de arno
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Levantamento ar

Fase gasosa

Aeracao por membrana
porosa

Sobreaeracao

Imersao temporaria

dentro d tubo vertial.

Meio cultura pulverizado
sobre o explante.

Aeracao via canalizagao
porosa em espiral.

Aeracgao via ventilagao
forcada sobre o meio.

Meio em contato

rapido com explante.

alongamento brotos.

Cultivo de células, tecidos e
Orgaos.

Cultivo de tecidos e 6rgaos.

Cultivo de céculas e tecidos.

Multiplicagcao de gemas
e alongamento brotos.




Biorreator de Imersao Temporaria

RITA: TRI:

* Imersao da parte aérea * Imersao da parte radicial
Cultivo heterotrofico * Cultivo autotrofico
Baixo risco contaminacao ¢ Auséncia contaminacao
|deal para multiplicacao |deal para aclimatacao
Baixa hiperidricidade Auséncia hiperdricidade
Alvard et al. 1993 Afreen et al. 2002




RITA Vs. TRI

Saida de ar

Atmosfera
da cultura

Camara de cultura

Bandeja
com tubetes

A Tubos
{ do fluxo de ar

—— Tubo acesso
A Soluggo nutritiva

v

Entrada de ar
enriquecido

com CO2 Temporizador
via bomba e filtro Camara

EF Valvula solendide %>>Filtro Ar V¥V Bomba de distribuicao de ar

Reservatdrio
de nutrientes




Nguyen et al. 2001

Zobayed et al. 2000




Manifold
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Montagem do
Biorreator Rita "
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Eucalipto em BIT
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Fonte: SBW International
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SIAA/...... Eucalipto em BIT

* Pesquisa em andamento em biorreatores comerciais 50 litros
* Liberacao controlada de nutrientes e fitoreguladores no meio cultura
* Marcadores para alteragoes fisioldgicas e morfo-anatdbmicas na cultura

Fonte: SBW International
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Produgao de Mudas de Eucalipto
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3R-Syste
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* Agroinvest, University Debrecen e Faculdade de Horticultura Zsent Istvan (Hungria).

* Concepcao modular de biorreator que reune versatilidade e praticidade de operacao.



o 3R-System

- Permite o enriquecimento da atmosfera com CO, O, e H,O.

* Cilindros dos reatores podem ser construidos com capacidade de 0,5 a 15,0 litros.

* Novas versoes otimizadas do biorreator ja se encontram em fase de comercializagao.



Biorreatores Comerciais
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air lift bioreactor



Reducao Mao Obra

Reducao numero frascos
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Reducao Energia

Uso frascos descartaveis
estéreis
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de repicagens

Menor tempo na troca de
meio cultura

Menor tempo
etiguetagem

Ciii GULUUIGVU

Esterilizacao do meio em
filtros, UHT, quimica

Menor demanda
autoclave

A

A
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Maior seguranca quanto
pureza e limpeza

Menor custo
de producao

Maior flexibilidade de
producao




* Agilizar a producao de
plantulas para reestabelecer
matrizes rejuvenescidas ou
revigoradas no jardim

1 unidade
Biorreator
(50 litros)

clonal.

45 estacas /
explante/més

50 unidades
Biorreator
(50 litros)

Multiplicacao massiva de
microestacas in vitro em
biorreatores e subsequente
estaqueamento,
enraizamento ex vitro e
producao de plantulas.

1 mil explantes/
biorreator

45 mil plantulas
por mes

940 milhoes
plantulas por ano

27 milhGes
plantulas por ano




* Pouco lignificadas
* Paredes pouco espessadas
* Abundancia de espacos intercelulares

* Sistema vascular pouco desenvolvido
* Baixa sustentacao da plantula

L
POSSIVEIS DESORDENS FISIOLOGICAS




O conceito baseia na alta
capacidade fotossintética da
cultura com consequéncias
positivas sobre o crescimento e

percentual de sobrevivéncia ex
vitro, aumentada ainda mais com
aumento das trocas gasosas nos
recipientes de cultivo.

(Kozai et al., 1999)




Estagio de
Multiplicacao

Condicao
fotomixotrofica

Alongamento/Enraizamento

Condicao
Fotoautotrofica

e ‘Sugar-free’
e Alta [CO,]

e Alta DFF
e Florialite










Camara de crescimento Biotron (Nippon Medical & Chemical Instruments, Japao)
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Crescimento Fotoautoetrofico de Gmelina

ON DAY 28

aufotrophic 1='?'.:l1.hr' f Gmeling arborea Foxb. Plants in viftro as affecred
exchanges of » el and supporting materials on day 28 In the

' t denofe agar and '-_".i!.:n'n_z.i!zn:. u.-;p.;-rh‘t-ﬂh S, M and
 exchanges of 2, 3.5 and 4.2 k™, respectively
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