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Apresentacao

Os biorreatores utilizados para a cultura de tecidos vegetais sao
conceituados como equipamentos para cultivo de células, gemas ou
embrides vegetais, compostos de um sistema de frascos, que podem ser
de vidro, aco inoxidavel, policarbonato, polipropileno ou qualquer outro
material que suporte autoclavagem a uma temperatura de 121°C por
periodos de tempo de 15 a 30 minutos, onde os materiais a serem
multiplicados estado contidos. Apresentam uma série de vantagens quando
comparados com a metodologia tradicional de micropropagacéao, entre elas
a aceleracao do processo de multiplicacao.

Os frascos dos biorreatores sao interligados por tubos de borracha flexivel,
por meio dos quais os referidos materiais recebem ar e meio de cultura por
aspersao ou borbulhamento. Os sistemas de imersao do material vegetal
no interior dos frascos sao divididos em imersdao permanente e temporaria.
No sistema de imersao permanente, o material permanece imerso
continuamente no meio de cultura; ja no cultivo sob imersao temporaria, o
material fica temporariamente imerso no meio de cultura (Alvard et al.,
1993; George, 1996).

Recentemente, os biorreatores comecaram a ser utilizados para o cultivo
de células, tecidos, gemas e plantulas, tendo como objetivo final a
producao de mudas em larga escala. A utilizacao da tecnologia dos
biorreatores permite as empresas especializadas na producao de mudas
acelerar o ciclo de producao, reduzindo os custos e aumentando a
produtividade, com precos bastante competitivos.

Diante da importancia econémica dos biorreatores para a area de cultura
de tecidos, este documento teve como objetivo reunir informacdes
relativas ao funcionamento, aspectos fisicoquimicos e utilizacdo desta
tecnologia para o cultivo de diferentes espécies vegetais.
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Biorreatores:

Aspectos Gerais e sua Utiliza-
cao para Cultura de Tecidos
Vegetais

Juliana Martins Ribeiro
Débora Costa Bastos

Cultura de Tecidos Vegetais

Técnica que consiste em se cultivar plantas ou partes de plantas, tais
como 6rgdos completos, tecidos ou células in vitro. E uma forma de
multiplicacdo assexuada que se baseia na teoria da totipoténcia das células
vegetais, segundo a qual os seres multicelulares possuem, em cada uma de
suas células, toda a informacao genética necessaria para a formacgao de
um individuo completo. Por meio da micropropagacéao, plantas podem ser
cultivadas em condicdes de laboratério, em meio nutritivo especifico, sob
condicdes assépticas e ambiente controlado.

Biorreatores na cultura de tecidos
vegetais

A metodologia tradicional de micropropagacéao baseia-se em cultivos em
peqguenos frascos com nimero reduzido de plantulas por frasco e uso de
meio nutritivo semi-sélido ou liquido, o que acarreta intensa manipulacao
das culturas, aumentando a necessidade de mao-de-obra especializada
(Ponce, 1998).

Os primeiros biorreatores utilizados para a cultura de tecidos vegetais
surgiram a partir dos equipamentos denominados fermentadores,
desenvolvidos ha muitas décadas para o cultivo de fungos e bactérias para
fins industriais. Os biorreatores utilizados para a producao de embridées ou
brotos sofreram modificacoes, tais como a presenca de sensores para
monitoramento da temperatura, da velocidade de agitacdao do meio liquido,
do pH, do oxigénio dissolvido, do potencial redox e do diéxido de carbono
(Preil, 1991).
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Vantagens do uso de biorreatores
em relacao ao processo de
micropropagacao convencional

Os biorreatores utilizam meio de cultura liquido que permite a renovacao
do ar e de nutrientes durante o cultivo e resulta em maior crescimento e
multiplicacdo quando comparado com o meio sélido. Essas condicoes
podem permitir um crescimento 6timo das células vegetais mediante uma
regulacao precisa dos fatores ambientais e um fornecimento continuo de
agua, nutrientes e oxigénio (Perez Ponce, 1998).

Segundo Teixeira (2006), comparada com a tecnologia de
micropropagacao tradicional, a utilizacdo de biorreatores apresenta uma
série de vantagens que tornam esta técnica de extrema importancia para
a area de cultura de tecidos vegetais, entre elas:

a) aceleracao do processo de multiplicacao;

b) reducao significativa dos custos com mao-de-obra;
c) adaptavel a diversas espécies vegetais;

d) uniformizacao da producéo;

e) simplicidade de montagem do sistema;

f) eliminagao do estresse gasoso e mecanico;

g) reducao do custo total por unidade produzida.

Além dos fatores supracitados, a utilizacdo de computadores como
sistemas de controle dos biorreatores agrega vantagens sobre o sistema
convencional de micropropagacao em termos de automacao e economia de
trabalho, resultando em uma reducao significativa da mao-de-obra e,
consequentemente, baixando expressivamente os custos de producao.

Frente aos beneficios proporcionados pela utilizacdo de biorreatores para a
cultura de tecidos vegetais, a seguir serao abordados, entre outras
informacdes, os tipos de biorreatores disponiveis atualmente e os
parametros fisicoquimicos que devem ser considerados para um bom
desenvolvimento das culturas no interior dos frascos.
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Problemas no uso de biorreatores e
como contorna-los

Assim como no cultivo de tecidos vegetais tradicional, alguns dos grandes
problemas enfrentados com a utilizacdo de biorreatores estao relacionados
com a contaminacao, oxidacao e hiperidricidade de explantes. As
contaminacoes podem ser divididas em dois grupos: contaminacoes
enddégenas — tipo de contaminacao de dificil deteccao pelo fato de ser
sistémica, normalmente causada por bactérias (patogénicas ou nao) e virus
- e contaminacdes exdgenas — causadas por microorganismos do solo que
se encontram no ambiente, bem como aqueles que fazem parte da flora
bacteriana normal do corpo humano, podendo ser fungos ou bactérias. De
maneira geral, o controle de ambos os tipos de contaminacdes pode ser
feito por meio de um desenho arquiteténico adequado do local de trabalho;
do conhecimento da procedéncia e da idade das plantas matrizes; da
higiene ambiental e pessoal e da habilidade e preparacao técnica dos
operarios.

O controle de contaminacdes dos explantes se inicia com cuidados com as
plantas matrizes, visto que apenas o tratamento desinfestante do explante
nao garante sua assepsia completa, havendo a necessidade da adocao de
medidas complementares que permitam reduzir ao maximo a
comtaminacao prévia do propagulo. Levando-se em consideracao que o
tratamento desinfestante exclui apenas microorganismos existentes na
superficie do explante ou alojados em microcavidades como estématos,
devem ser tomadas medidas quanto as condi¢des culturais das plantas
matrizes. As mesmas devem ser mantidas em ambiente protegido, ou seja,
um ambiente seco, ventilado, protegido de chuvas, vento e poeira, de
modo a manté-las livres de doencas e pragas. Deve ser realizado um
tratamento quimico e biolégico das mesmas, por meio de aplicacdes de
fungicidas, antibiéticos e inseticidas. Além disso, deve-se evitar a irrigacao
por aspersao, visto que tal procedimento umedece a superficie das
plantas, criando um ambiente propicio para o crescimento de
microorganismos. A dgua deve ser colocada diretamente sobre o
substrato, sem molhar a planta.

Uma vez atendidos os cuidados quanto a planta matriz, devem ser
tomadas algumas medidas em relacdo ao explante. O controle de
contaminacoes exdgenas comeca com a idade do propagulo, pois 6rgaos
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cronologicamente mais velhos apresentam-se mais contaminados do que os
juvenis, devido ao fato de terem sido expostos por mais tempo a
penetracdo dos contaminantes. Quanto ao tamanho dos explantes, quanto
menores forem as suas dimensdes, mais reduzida seré a probabilidade de
se levar microorganismos em sua superficie ou em seu interior. Entretanto,
devem ser evitadas dimensdes muito reduzidas, a fim de nao prejudicar o
desenvolvimento do explante.

Um outro aspecto que deve ser levado em consideracdo em relacdo ao
controle de contaminacdes exdgenas no explante sdo as caracteristicas
morfolégicas da espécie, devendo ser evitados 6rgaos pilosos ou porosos,
ou aqueles que oferecem dificuldade a penetracao do desinfestante. Da
mesma maneira, tecidos protegidos por estruturas especiais sao sempre
menos passiveis de contaminacao. Além das precaucdes citadas, deve ser
realizada a imersao dos explantes em solucoes desinfestantes tais como
etanol, hipoclorito de sédio, hipoclorito de célcio, peréxido de hidrogénio,
cloro comercial, antibidticos, fungicidas, inseticidas, entre outros.

Por outro lado, o controle de contaminacGes enddégenas em explantes nao
pode ser realizado por meio de procedimentos de desinfestacdes
superficiais. Neste caso, sdo necessarios procedimentos de desinfeccao
que envolvam a eliminacao cirdrgica de tecidos ja invadidos por
microorganismos ou a limpeza clonal, técnica destinada a eliminacao de
microorganismos sistémicos do propagulo, que pode ser feita por meio de
termoterapia, quimioterapia, eletroterapia e cultura de apices
meristematicos.

A oxidacéao fendlica se da por meio da atividade de enzimas oxidativas,
como as monofenoloxidases e as polifenoloxidases. Estas enzimas e os
correspondentes substratos (hidroxifendis) estdo separados em
compartimentos diferentes dentro da célula. Por ocasido da excisao do
explante, e como conseqliéncia da injdria e destruicao de algumas células,
enzima e substrato sdo postos em contato entre si e com o oxigénio,
resultando na oxidacao da hidroxila fenélica, com formacao de adgua e
quinona, sendo esta Ultima téxica a microorganismos e inibidora do
crescimento celular. A oxidacao fendlica pode ser minimizada com a
adocéao dos seguintes procedimentos:

a) A idade do explante, pois explantes juvenis apresentam menos
problemas de oxidacdo quando comparados com os adultos;
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b) Reducao dos danos mecénicos e quimicos ao explante;

c) Remocéao de substancias fendlicas por meio da adi¢cao de, por
exemplo, PVP (polivinilpirrolidona) ao meio nutritivo;

c) Modificacdo do ambiente, com cultivo no escuro ou em baixa
intensidade luminosa, bem como a variacao da composicao do
meio nutritivo, utilizando-se meios salinos diluidos;

d) Modificagao do potencial redox por meio da lavagem dos
explantes com acido citrico ou acido ascérbico;

e) Reducao da atividade da fenolase por meio da adicao de
inibidores das enzimas oxidativas, como, por exemplo, sulfito,
bissulfito e metabissulfito de sddio.

Quanto a hiperidricidade dos explantes, esta pode ser evitada com a
substituicao dos biorreatores de imersao permanente por aqueles de
imersao temporaria, os quais serao descritos a seguir.

Principais tipos de biorreatores

Os biorreatores podem ser conceituados como um sistema de frascos onde
os materiais sdo reproduzidos. Os frascos sao interligados por tubos de
vidro ou silicone, por meio dos quais os referidos materiais recebem ar e
meio de cultura por aspersao ou borbulhamento. O sistema de imersao
pode ser realizado de duas maneiras:

* Biorreatores de imersao permanente: também conhecidos
como BIPER, neste procedimento, o material vegetal (células, tecidos,
érgaos ou plantas completas) permanece imerso continuamente no meio de
cultura. E mais utilizado para o cultivo de células vegetais do que das
plantas propriamente ditas, pois apresenta como principal desvantagem a
hiperhidratacao dos tecidos, causando ainda sérios disturbios fisiolégicos
que irdo afetar o crescimento e o desenvolvimento do material em cultivo
(Debergh et al., 1981).

Vérios trabalhos foram realizados utilizando-se os biorreatores de imersao
permanente, entre eles podendo ser citados os seguintes: Kosky et al.
(1999) realizaram experimentos visando (i) o estabelecimento de
suspensoes celulares embriogénicas, utilizando como explantes calos
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embriogénicos de banana cv. FHIA 18; (ii) multiplicacao de embrides
somaticos em biorreatores com meio liquido, e (iii) obtencao de embrides
somaticos maduros e a sua posterior regeneracao em plantas completas.
Os resultados obtidos demonstraram a possibilidade do estabelecimento de
suspensodes de células embriogénicas utilizando cultura de FHIA 18.
Também foi observado que a reducao de oxigénio dissolvido no meio
promoveu um aumento da quantidade de embrides soméaticos no estado
maduro e, conseqlientemente, uma diminuicdo daqueles no estado
globular. Em relacao ao pH, resultados demonstraram que uma maior
quantidade de embrides somaticos foi obtida com o pH 3,8. Como
continuacao do experimento, parte dos embrides somaticos obtidos foi
transferida para um biorreator de imersao temporaria, regenerando plantas
completas que foram, posteriormente, transferidas para meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) sélido.

Cid e Cruz (2001), trabalhando com micropropagacao usando biorreator de
imersao permanente (BIPER) de brotos de café (C. arabica) cv. Catuai
vermelho 81, em meio liquido suplementado com O, 12 e 24 uM de BAP
(6-benzilaminopurina), nos quais foram inoculados 16 brotos por
tratamento por biorreator, ao final de 45 dias de cultivo em BIPER,
constataram incremento significativo na massa, no nimero de brotos e na
altura destes no tratamento de 24 yM de BAP, o que representa uma taxa
de multiplicacao oito vezes superior a do controle e duas vezes em relacao
ao outro tratamento (12 uM de BAP).

Pereira e Fortes (2003) realizaram experimentos visando estabelecer um
protocolo para a multiplicacdo de material propagativo de batata, cv.

Eliza, em meio de cultura liquido. Os melhores resultados foram obtidos
quando o material foi cultivado em meio MS liquido, acrescido de acido
pantoténico (5,0 mg L "), tiamina (1,0 mg L "), 4cido giberélico (0,25 mg L
1) e sacarose (20,0 g L "), sob agitacdo constante.

* Biorreatores de imersao temporaria: procedimento no qual
o material vegetal fica temporariamente imerso no meio de cultura. Pode
ser constituido de frascos dispostos lado a lado (Fig. 1), ou por frascos
sobrepostos (Fig. 2), embora o primeiro seja o mais utilizado. Esse sistema
é constituido por dois frascos transparentes, tubos autoclavaveis, filtros de
ar hidrofébicos, valvulas elétricas e compressores de ar. Um frasco
contém o meio liquido e o outro contém as plantas que serao cultivadas.
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Ambos os frascos sdo conectados pelo tubo, que pode ser de silicone ou
de vidro, e a esterilidade do ambiente é mantida pelos filtros hidrofébicos.
Neste tipo de biorreator, a abertura da vélvula elétrica faz com que o meio
de cultura seja impulsionado pelo ar comprimido para o frasco que contém
o material vegetal. Apds a imersao do material vegetal no meio, o meio de
cultura retorna ao frasco original.

Bompressor
de ar

Teamporizador

Thbo de

Walvula  Biltro Bilicone Biltro ~ ¥alvula
#létrica #létrica

Bompressor
de ar

Témporizador

Desenho: Juliana Martins Ribeiro

Fig. 1: Esquema ilustrativo de um biorreator de imersao temporéria
composto de frascos dispostos lado a lado.

15



16 Biorreatores: Aspectos Gerais e sua Utilizacdo para Cultura de Tecidos Vegetais

Bolha de
borracha

Desenho: Juliana Martins Ribeiro

Temporizador
Walvula  Biltro
Blétrica
@ompressor
de ar

Fig. 2: Esquema ilustrativo de um biorreator de imersao temporaria
composto de frascos sobrepostos.

A Fig. 3 mostra o cultivo de cana-de-aclicar em um biorreator de imersao
tempordria, ressaltando o frasco contendo o meio nutritivo e o tubo que
promove a passagem do meio para o frasco onde esta contido o material
vegetal, conforme descrito na Fig. 1.

Fotos: Deivid Costa

= =

Fig. 3: llustracao de um sistema automatico de imersao temporaria com
cultivo de cana-de-acucar.
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A Fig. 4 mostra fotos de biorreatores de imersao temporaria sendo utilizados
para o cultivo de banana e orquidea.

T AT

4

- otos: ,Dgiyid_Cos

Fig. 4: llustracao de biorreatores de imersao temporaria sendo utilizados
para o cultivo de banana (A) e orquidea (B).

Varios trabalhos foram realizados utilizando-se os biorreatores de imersao
temporaria para o cultivo de tecidos vegetais, podendo ser citados os
seguintes exemplos: Pérez et al. (1999) realizaram experimentos com
microtubérculos de batata, visando comparar o comportamento das
plantas no campo oriundas de tubérculos cultivados in vitro no sistema
tradicional e as resultantes do cultivo de tubérculos com a utilizacédo do
sistema de biorreatores de imersao temporaria. Os resultados obtidos em
condicdes de campo indicaram que microtubérculos obtidos pelo cultivo
em sistema de imersao temporaria apresentaram 89% de brotacdes em
15 dias, enquanto aqueles resultantes do cultivo in vitro no sistema
tradicional apresentaram 74 % de brotacdes no mesmo periodo de tempo.
Além disso, tubérculos cultivados em sistema de imersao temporaria
apresentaram peso (g) por planta e didmetro e comprimento (cm) maiores
do que aqueles oriundos de tubérculos cultivados in vitro no sistema
tradicional. Dessa forma, pode-se definir a utilizacdo desta tecnologia
como uma alternativa para a obtencao de mudas de batata em larga
escala com elevada qualidade fitossanitaria.

Escalona et al. (1999) analisaram os fatores relacionados com a
propagacao de abacaxi em biorreatores de imersao tempordaria. Para esse
estudo, foram considerados os seguintes fatores: efeito do Paclobutrazol
(PBZ) na fase de proliferacao e a freqiiéncia de imersao no meio nutritivo
(4 minutos a cada 3 horas; 4 minutos a cada 12 horas, e 4 minutos a cada
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24 horas). Os resultados indicaram que houve uma maior porcentagem de
brotacoes e de sobrevivéncia dos brotos nos tratamentos em que foi
adicionado o PBZ ao meio nutritivo, com sistema de imersao de 4 minutos
a cada 3 horas.

Garcia et al. (1999), em experimentos visando a otimizacao de
metodologia de micropropagacao de manga, observaram que houve um
aumento significativo na fase de multiplicacao de brotos axilares quando
os explantes foram colocados em biorreatores de imersao temporaria.

Lemos et al. (2001) realizaram a micropropagacao de bananeiras cv.
Terra, utilizando biorreatores de imersao temporaria, com o objetivo de
aumentar a taxa de multiplicacao e diminuir os custos de producao das
mudas. Observaram que o ciclo de imersao de 4 horas e a renovacao do
meio de cultura aos 30 dias foram essenciais para uma maior producéao de
biomassa e crescimento dos explantes. A composicao do meio de cultura
também influenciou o desenvolvimento dos explantes de banana cultivados
nos biorreatores. Explantes cultivados em meio MS + 3,0 mg L' de BAP,
com renovacao para MS apés 30 dias, apresentaram maior producao de
biomassa e alta taxa de multiplicacdo. Comparando o biorreator de
imersao temporéria com o sistema tradicional em semi-sélido, observou-se
que, no primeiro, as microplantas apresentaram maior comprimento,
producao de biomassa de 2,86 vezes maior e 2,20 vezes mais brotos do
que no sistema tradicional.

Rodrigues et al. (2006), em estudos com um biorreator “artesanal” de
imersao temporaria, utilizando explantes de Heliconia champneiana Griggs
cv. Splash, submetidos a trés subcultivos com quinze minutos de imersao
em intervalos de uma hora (T 1), quatro horas (T4), seis horas (T6) e oito
horas (T8), verificaram que o melhor resultado ocorreu no tratamento T1,
sendo inviavel o tratamento T8 para esse tipo de cultura. Na comparacao
com o método convencional (C), os tratamentos T1 e T4 demonstraram
melhor eficiéncia da imersao temporéria na producéao de brotos.

Silva et al. (2007) verificaram que o uso de biorreatores foi eficiente para a
propagacao de plantulas de abacaxizeiro em larga escala, produzindo, em
média, 19 brotos por explante e até 200 mudas aos 45 dias de cultivo em
recipientes de 1.000 mL. O sistema de imersao temporaria acionada a cada
2 horas apresentou-se melhor do que os cultivos em biorreatores de imersao
permanente.
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Principais parametros
fisicoquimicos em um biorreator

Os aspectos mais influentes sobre o ambiente no interior dos frascos de
um biorreator que, conseqlientemente, podem afetar a multiplicacéo e
desenvolvimento de embrides soméaticos e 6rgaos (sem sentido), sdo os
sistemas de agitacao e aeracao (Perez Ponce, 1998).

Formas e efeitos da agitacao

A agitacao do meio nutritivo é necesséaria em biorreatores de imersao
permanente, vez que nos biorreatores de imersao temporaria, a prépria
passagem do meio de um frasco para outro ja promove sua agitacao.
Considerando os sistemas de agitacao, os biorreatores utilizados para o
cultivo de células de plantas podem ser classificados em dois tipos,
segundo Preil (1991):

. Biorreatores agitados por fluxo de ar: dentre os tipos de
biorreatores agitados pneumaticamente, a forma mais utilizada para
dispersao de ar comprimido é feita por meio de tubos que estabelecem
correntes de ar no interior do frasco (Fig. 5), havendo, assim, estabilizacao
dos padrdes de circulacao do liquido, resultando em um fluxo bem definido.
Basicamente, este sistema consta de um recipiente de vidro ou pléstico,
cuja tampa apresenta dois orificios, um para a entrada do ar e outro para a
saida, ambos providos de dutos de aco inox com filtro Millipore (0,2um de
poro), a fim de evitar a contaminacdo do meio nutritivo. O ar é introduzido
no frasco por meio de um microcompressor e é conduzido ao fundo do
recipiente por um tubo de silicone. Com excecéo da borracha que liga o
filtro de entrada ao compressor de ar, todos os componentes do sistema
sao autoclavaveis (120°C e 20 minutos).
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Desenho: Juliana Martins Ribeiro

Fig. 5: Esquema ilustrativo de um biorreator de imersao permanente
agitado por fluxo de ar por meio de tubos de silicone.

Biorreatores agitados pneumaticamente também sao muito utilizados para
o cultivo de células vegetais visando a producado de metabdlitos
secundarios. Vérios trabalhos ja foram publicados nesse sentido, entre eles
a utilizacao desse tipo de biorreator para a producao de acidos benzéicos
(Liau & Ibrahim, 1973); antocianinas (Harborne et al., 1970; Ibrahim et al.,
1971, Stickland & Sunderland, 1972), carotendides (Williams & Goodwin,
1965), entre outros.

. Biorreatores com agitacdo mecanica: sio mais utilizados
para o cultivo de suspensoes celulares. Dentre os tipos mais comuns de
biorreatores com agitacao mecéanica, estdao aqueles compostos de pas
giratérias (Fig. 6 A), ou baldes volumétricos rotacionados em sentido
orbital (Fig. 6 B).
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o

Fig. 6: Esquema ilustrativo de biorreatores de imersao permanente agita-
dos mecanicamente, sendo (A) agitagao feita por pas giratérias e (B)
agitacao com baldes volumétricos rotacionados em sentido orbital.

Desenho: Juliana Martins Ribeiro

Um dos principais problemas do cultivo de células em suspensao é a
formacao de agregados celulares, devido ao fato de os mesmos afetarem
negativamente o processo de agitacao em si. Para controlar esse
problema, existe um sistema de agitacao especifico que promove
vibracdes que evitam sua formacao. Além de controlar a formacao de
agregados celulares, esse sistema de vibracdo demonstra ser satisfatério,
por ndo causar nenhum dano na célula cultivada. Entretanto, apresenta a
desvantagem de aumentar a viscosidade do meio de cultura, diminuindo,
assim, a eficiéncia de agitacao (Preil, 1991).

Formas de transferéncia e efeitos do oxigénio dissolvido

A quantidade de oxigénio dissolvido pode ser medida por meio de
eletrodos, que devem ser calibrados depois da esterilizacdo e antes da
inoculacao no biorreator, e pode ser controlada regulando-se a velocidade
de agitacao e o fluxo de ar (Preil, 1991). Entretanto, em biorreatores para
o crescimento de células vegetais, o controle de oxigénio dissolvido no
meio nao pode ser feito por meio de velocidade de agitacao e fluxo de ar,
por causarem danos nas células.
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Para o cultivo de células em biorreatores, a manutencao da quantidade de
oxigénio dissolvido deve ser realizada por meio de equipamentos
compostos de vélvulas elétricas que ajustam a quantidade do gas no
interior do biorreator de acordo com um valor fixado, ou seja, aumentam
ou diminuem sua quantidade em relacdo ao “set point”. Por meio desse
sistema de controle de gases, pode-se manter valores minimos de agitacao
que ndo causem danos nas células (Preil et al., 1988; Preil, 1991; Jay et
al., 1992; Jiménez et al., 1994). O oxigénio ndo é completamente soluvel
em agua, sendo rapidamente consumido quando seu fornecimento é
interrompido, especialmente em uma alta densidade celular. Sendo assim,
a concentracao de oxigénio dissolvido do meio liquido esta diretamente
relacionada com a taxa de crescimento das células e/ou tecidos no meio
nutritivo.

O oxigénio dissolvido influencia fortemente a atividade mité6tica das
suspensodes celulares e, em altas concentracdes, é responséavel por
aumentar significativamente a concentracao de células no meio de cultura.
Entretanto, a formacao e o desenvolvimento embriGes somaticos sdo
superiores em concentracdes mais baixas de oxigénio dissolvido. De
maneira geral, ao se controlar a quantidade de oxigénio dissolvido em
biorreatores, pode haver a limitacdo na formacao de biomassa nao
diferenciada e uma maior producao de embrides somaticos em baixas
concentracoes de oxigénio (Perez Ponce, 1998).

Efeitos provocados pelas variacoes de CO, e pH

A concentragao de CO, influencia diretamente o pH do meio. Uma alta
aeracao pode resultar em uma répida renovacao de gases e substancias
volateis, como CO,, etileno e etanol. Logo, a alta taxa de aeracdo reduz
consideravelmente a concentracdo de CO, nas culturas. Além disso,
parece haver uma relacéao entre a formacao de embrides somaticos e o
aumento do pH do meio de cultura. Sendo assim, o pH pode ser explorado
para indugao da formacéo de embridoes somaticos em diferentes espécies
de plantas (Perez Ponce, 1998).
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Consideracoes finais

A utilizacao de meio de cultura liquido nos biorreatores permite a
renovacao do ar e nutrientes durante o cultivo e resulta em maiores
crescimento e multiplicacdo quando comparado com o cultivo em meio
sélido. Além disso, a utilizacdo de computadores como sistemas de
controle resulta na automacao e economia de trabalho, gerando uma
reducéo significativa da mao-de-obra, baixando expressivamente os custos
de producdo de mudas em biorreatores, quando comparados com a técnica
de micropropagacao convencional.

De maneira geral, devem ser evitados os danos mecénicos, causados por
altas velocidades de agitacao, e a limitacao de oxigénio, favorecida pelas
baixas velocidades de agitacdo, em virtude de ambos os fatores serem
determinantes para o rendimento final de biomassa e para a produgao total
de embrides somaticos.

Varidveis como o tipo de biorreator, o volume e a composicdo do meio de
cultura, o fluxo de ar, a forma como os eletrodos de oxigénio sao
calibrados e a forma utilizada para controlar a concentracao de oxigénio
dissolvido, CO, e pH sdo de grande importéncia para o desenvolvimento
adequado da cultura e variam de acordo com a espécie vegetal que sera
utilizada.
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