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RESUMO

A cultura de tecidos de plantas é uma das areas de maior éxito da biotecnologia,
possuindo destacada posicdo comercial e industrial de plantas em diversas aplicaces,
como melhoramento genético e também em pesquisas em fisiologia vegetal e producdo
industrial in vitro de compostos secundarios. A micropropagacdo é uma técnica de
cultura de tecido, considerada a de maior impacto na agricultura, devido ao fato de
contribuir com o desenvolvimento de plantas sadias e com maior qualidade. Um dos
principais problemas do processo convencional de micropropagacdo € o gasto com méo
de obra. Uma solucdo para esse problema é o uso de biorreatores para a producéo de
plantas in vitro, sendo a tecnologia mais recente e a alternativa mais promissora nessa
area. Nesse contexto, esse trabalho teve por objetivo desenvolver um sistema de
biorreator de imersdo temporéaria integrado a um sistema computacional. O sistema
desenvolvido pode ser utilizado para producdo em escala e para experimentos com fins
de pesquisas. Também foi apresentado parte de um protocolo, demonstrando que as
quantidades de meio de cultura entre 175 e 180 ml obtiveram melhores resultados para a

producdo de Amora Preta Cv. Tupy em sistemas de biorreatores de imersdo temporaria.

Palavras-chave: Biotecnologia, Sistema de imersdo temporaria, Automacao.



ABSTRACT

The culture of plant tissues is one of the most successful areas of biotechnology, having
highlight in industrial and commercial plants for various applications, such as genetic
improvement and also for plant physiology research and in vitro industrial production of
secondary compounds. The micropropagation is a tissue culture technique, considered
the greatest impact on agriculture due to the fact contribute to the development of
healthy plants and higher quality. One of the main problems of conventional
micropropagation process is spent on labor. One solution to this problem is the use of
bioreactors for the production of plants in vitro, being the latest technology and the most
promising alternative in this area. In this context, this study aimed to develop an
integrated temporary immersion bioreactor system to a computer system. The system
developed can be used for production in large scale and research. It was also shown part
of a protocol, demonstrating that the amounts of culture medium between 175 ml and
180 have best results for the production of Blackberry Cv. Tupy in temporary

immersion bioreactors systems.

Keywords: Biotechnology, Temporary immersion system, Automation.
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1. INTRODUCAO

Segundo Giacometti (1990), uma das areas de maior éxito da biotecnologia é a
cultura de tecidos de plantas. Essa tecnologia possui destacada posi¢cdo comercial e
industrial de plantas em diversas aplicacdes, como melhoramento genético e também
em pesquisas relacionadas a fisiologia vegetal e produgdo industrial in vitro de
compostos secundarios.

A micropropagacdo é uma técnica de cultura de tecido, considerada a de maior
impacto na agricultura, devido ao fato de contribuir com o desenvolvimento de plantas
sadias e com maior qualidade. Outra caracteristica importante € que essa metodologia
pode ser utilizada na cultura de diversas espécies de plantas (TEIXEIRA, 2011).

Uma das caracteristicas da micropropagacdo, também chamada de clonagem
vegetal, é que esta técnica de cultivo in vitro de plantas abrange de forma
interdisciplinar diversas areas como genética, bioquimica, fitopatologia, morfologia,
fisiologia, entre outras. Devido ao fato de que a micropropagacdo incrementa a
produtividade de plantas, essa metodologia se destaca em varios setores agricolas, como
horticultura, floricultura, &rea florestal e também a fruticultura (ULISSES et al., 2010).

Gerald (2011) exp0e que o cultivo in vitro em escala industrial € uma abordagem
bastante difundida em agroinddstrias de flores, por ser um método biotecnolégico
consagrado e principalmente por permitir a producdo de plantas com melhor qualidade e
maior velocidade se comparado aos métodos convencionais. Outro fator importante a se
considerar, é que essa tecnologia pode ser utilizada na producdo de todas as plantas que
se propagam de forma vegetativa, sendo a mais utilizada para a producdo de plantas
ornamentais, porém dependendo da regido, também se aplica com bastante frequéncia
em plantas frutiferas.

Um dos principais problemas do processo convencional de micropropagacao, o
qual utiliza meio de cultura, é o gasto com méo de obra, podendo chegar a 70% do custo
final da muda. Esse custo ocorre principalmente na fase de enraizamento da planta.
Outro fator é a necessidade da utilizacdo de uma grande quantidade de frascos e da
manipulacdo dos explantes em capela de fluxo laminar para a subdivisdo dos agregados
de gemas em segmentos menores (TEIXEIRA, 2011).

No sistema convencional de micropropagacdo, sdo utilizados meios de cultura
com consisténcia gelatinosa para melhor fixacdo dos explantes, sendo esses

posicionados verticalmente nos recipientes. Para obter essa consisténcia normalmente
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sdo utilizados agentes gelificantes, geralmente a base de agar, o qual é produzido por
algas marinhas, porém também podem ser utilizadas gomas tipo gellan produzidas por
bactérias. Uma das principais desvantagens desse método tradicional se deve ao custo
dos componentes e a diminuicdo da taxa de multiplicacdo e biomassa devido a baixa
taxa de absorcédo dos nutrientes pelos explantes (LEMQOS, 2013).

Considerando 0s problemas expostos do sistema convencional de
micropropagacdo, porém ndo descartando essa metodologia visto que dependendo do
tipo de cultivo ainda € o método mais viavel, Teixeira (2011) afirma que o0 uso de
biorreatores para a producdo de plantas in vitro é a tecnologia mais recente e a
alternativa mais promissora nesse campo, sendo uma técnica econémica e simples,
resultando em plantas muito melhores que as produzidas no sistema convencional.

Biorreatores sdo equipamentos utilizados na cultura de tecidos de plantas, por
meio de células, gemas, embriGes ou qualquer outro tipo de propagulo. Os biorreatores
utilizam meio liquido de cultura, a qual pode ser exposta sob imersdo temporéria ou
permanente, ambas com renovacdo de ar durante o cultivo, podendo controlar ou
monitorar parametros de interesse ao crescimento dos explantes, como temperatura,
nivel de oxigénio, entre outros (TEIXEIRA; CID, 2010).

Os biorreatores podem ser construidos utilizando diversas tecnologias como
elétricas e eletrdnicas, mecanicas, pneumaticas, entre outras. No caso especifico de
biorreatores de imersdo temporaria, foco desse trabalho, é necessaria uma metodologia
para configurar e controlar o tempo em que as plantas ficaram submersas ao meio de
cultura. Dessa forma, podem ser utilizados microcontroladores responsaveis pelo
controle do tempo.

Uma alternativa para o desenvolvimento de sistemas para a automacdo de
biorreatores é a aplicacdo da placa controladora Arduino, a qual possui um
microcontrolador programavel sendo possivel definir as funcionalidades especificas que
serdo executadas. Outra vantagem dessa plataforma € o baixo custo e por isso € muito

utilizada em protétipos de equipamentos.

1.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema de biorreator de imersdo temporaria € um sistema

computacional especifico para 0 mesmo.
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1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar o sistema em relacdo a contaminacdo por fungos e bactérias.

e Implementar ao sistema computacional, funcionalidades como:
configuracdo, monitoramento, armazenamento de informacdes de
experimentos e situacdo do sistema;

e Realizar um experimento com explantes de amora preta Cv. Tupy para

demonstrar que o equipamento desenvolvido é funcional.

1.3. ESTRUTURA DO TRABALHO

No capitulo 2 é descrita a revisdo de literatura, separada em micropropagacao,
biorreatores, biorreator de imersdo temporaria, aplicacdo de biorreatores de imersao
temporéria e placa controladora Arduino. Essa divisdo foi realizada com o intuito de
descrever uma &rea mais abrangente como a micropropagacdo e ir ao longo dos
capitulos especificando técnicas e formas de aplicacdo dessa metodologia.

O capitulo 3 descreve os materiais e métodos utilizados para o desenvolvimento
do trabalho e esta divido em 2 subcapitulos, sendo um especifico para a construcao do
biorreator e outro para a realizacdo do experimento.

Os resultados obtidos e discussdes sdo expostos no capitulo 4, que também estéa
divido em 2 subcapitulos, um demonstrando o biorreator construido e o outro
apresentando os resultados alcan¢ados com o experimento realizado.

No capitulo 5 sdo descritas as conclusdes do trabalho.

2. REVISAO DE LITERATURA

Nas secOes seguintes e realizado um levantamento bibliografico, abordando
caracteristicas da micropropagacao, biorreatores de forma geral, tipos e aplicagdes
especificas de biorreatores de imersdo temporaria e tecnologias que podem ser

utilizadas para a construcdo de sistemas de imersdo temporaria.
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2.1. MICROPROPAGACAO

A propagacdo vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacéo
devido ao tamanho dos propégulos utilizados, é segundo Grattapagli e Machado (1990)
a aplicacdo de maior impacto na cultura de tecidos, a qual possui resultados promissores
para a agricultura.

O cultivo in vitro é designado para acomodar e cultivar células em ambientes
assépticos e para assegurar a capacidade maxima de crescimento, provendo condi¢oes
Otimas de microambiente, nutrientes e transferéncias de massa gasosa (GEORGIEV et
al., 2014).

Uma das principais caracteristicas da micropropagacao € a producdo de plantas
sadias em larga escala, mantendo as caracteristicas agronémicas da planta méde. Ao
contrério da propagacdo assexuada convencional, a micropropaga¢do produz uma
grande quantidade de plantas em um curto espaco de tempo e livre de doencas
(ULISSES et al., 2010).

Teixeira (2002) comenta que sdo necessarios laboratérios bem estruturados e
mdo de obra especializada para a pratica da micropropagacdo, sendo essa uma forma
vegetativa de propagacao de plantas por meio da técnica de cultura de tecidos.

A micropropagacdo é um método eficiente por utilizar de forma completa a
totipotencialidade, ou seja, a capacidade de originar uma nova planta que as células
vegetais apresentam. E necessario disponibilizar as condigbes necessarias para 0s
explantes iniciais, como estimulos quimicos e fisicos. Por meio da resposta a esses
estimulos, a planta podera se desenvolver e crescer com padrdes diferenciais de
formacao estrutural, atingindo sua formagéo completa (DEBIASI, 2011).

O trabalho de Murashige (1974) apresenta o0 conceito de estagios de
desenvolvimento no processo de propagacéo in vitro. Esses estagios sdo divididos da
seguinte forma:

Estagio | — Selecdo de explantes, desinfestacdo e cultura em meio nutritivo sob
condigdes assépticas. Segundo Ulisses et al. (2010), nesse estagio geralmente s&o
selecionadas plantas matrizes, as quais possuem caracteristicas agronémicas superiores
e recebem tratamento fitossanitario, nutricional e hidrico, para aumentar a probabilidade
de sucesso nos estagios seguintes da micropropagacao. Depois € retirado um segmento
de tecido (explante) da planta matriz, desinfestado e inoculado em meio nutritivo sob

condicdes assepticas.
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Estagio Il — Multiplicacdo dos propéagulos por meio de sucessivas subculturas
em meio préprio para a multiplicacao.

Estagio Il — Transferéncia das partes aéreas produzidas para o meio de
enraizamento e transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo.

Conforme o explante utilizado e sua manipulagdo, a micropropagacdo pode ser
conduzida de trés maneiras (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990):

1. Multiplicacdo por meio da proliferacdo de gemas axilares;

2. Multiplicacéo por meio da inducdo de gemas adventicias por organogénese direta ou
indireta (passando pela fase do calo);

3. Multiplicacdo por meio de embriogénese somatica;

Grattapaglia e Machado (1990) afirmam que a composi¢do do meio de cultura,
ou meio nutritivo, ndo é a variavel determinante no sucesso da micropropagacdo, pois a
funcdo dos componentes utilizados no meio de cultura é suficientemente conhecida.
Murashige e Skoog (1962) desenvolveram um meio com alta concentragdo de sais
minerais como meio de cultura aplicado na cultura de tecidos de tabaco, essa solucéo
contribuiu e ainda contribui para o sucesso no desenvolvimento de varias espécies.

O método convencional de propagacao de plantas por meio de cultura de tecidos
(Figura 1) possui um elevado custo de mé&o de obra, como exposto por Teixeira (2011).
Teixeira (2002) expbe que a intensa manipulacdo das culturas in vitro resulta em
prejuizos causados por perdas por contaminacdo e misturas varietais. Outro fator que
eleva o custo de producdo na micropropagacdo convencional se deve a necessidade de
utilizacdo de um grande nimero de recipientes pequenos, agentes gelificantes para
tornar o meio sélido e repicagens manuais do material vegetal. Devido a exaustdo do
meio nutritivo e ao crescimento do explantes, é necessaria a transferéncia periddica das
plantas para um novo meio de cultura (MAENE; DEBERGH, 1985).
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Figura 1 - Micropropagagao convencional

Fonte: O autor

Para tornar a micropropagacdo de tecidos mais acessivel comercialmente,
buscando a reducdo de mao de obra, o custo de producdo e a propagacdo em grande
quantidade de plantas in vitro, € necessario o desenvolvimento de novas tecnologias,
principalmente com equipamentos como os biorreatores (TAKAYAMA; AKITA,
2006).

2.2. BIORREATORES

Segundo Takayma e Akita (1994), pioneiros na utilizagdo de biorreatores para
micropropagacao, estes podem ser definidos como recipientes contendo meio de cultura
liquido, onde gemas e embrides séo cultivados em condi¢cdes de completa imersdo.
Dessa forma, as condicdes e caracteristicas da cultura sdo diferentes das encontradas na
cultura utilizando agar.

O cultivo em meio de cultura liquido, utilizando biorreatores permite a
micropropagacao em larga escala, prevenindo distarbios fisioldgicos dos explantes e a
hiper-hidricidade®. Outra caracteristica importante é a possibilidade de utilizar
computadores no controle de sistemas de biorreatores, apresentando vantagens sobre a
micropropagacao convencional em termos de automacao e reducédo de trabalho (SILVA
et al., 2007).

Sistemas de biorreatores normalmente consistem de um cultivo in vitro e

controle em bloco automatizado. O controle automatizado € computadorizado, podendo

! Desordem fisiol6gica, bioquimica e morfoldgica decorrente do acimulo anormal de 4gua no interior das
células e tecidos.
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ser totalmente automatizado ou semi-automatizado, designado para controlar e
monitorar as condigdes de cultivo (GEORGIEV et al., 2014).

Teixeira e Cid (2010) expdem que o cultivo de células vegetais nos primeiros
biorreatores foi realizado em equipamentos ja existentes, denominado fermentadores,
utilizados para o cultivo de fungos e bactérias. Esses fermentadores foram utilizados
com poucas modificacdes para o cultivo de células, sendo que apenas na década de 80
esse tipo de cultivo comecou a ser amplamente estudado e uma série de modelos de
biorreatores especificos para plantas comegou a ser desenvolvido.

Segundo Takayama e Akita (1994), a primeira aplicagdo de biorreator para
propagacdo de plantas foi realizada por Takayama e Misawa (1981) na propagacao de
begbnia a partir de segmentos nodais estabelecidos in vitro, de forma similar aos
cultivos convencionais.

Nos primeiros biorreatores utilizados para a micropropagacdo, 0s propagulos
cultivados permaneciam imersos continuamente no meio de cultura, causando
problemas como hiperidratacdo em tecidos, 6rgdos e plantulas. A hiperidratacdo dos
tecidos, dependendo do tipo do meio de cultura e da espécie da planta cultivada, pode
causar sérios disturbios fisioldgicos, que afetam no crescimento e desenvolvimento da
planta cultivada (TEIXEIRA, 2002).

Desde a década de 90, como exposto por Takayama e Akita (1994), varios tipos
de biorreatores ja estavam sendo desenvolvidos e utilizados, ou possuiam potencial para
a utilizacdo na cultura de embrides. Esses biorreatores sdo classificados conforme seu
método de agitacao e construcdo de recipientes em:

e Biorreatores agitados mecanicamente: biorreator aerador agitador,
biorreator de tambor giratério e biorreator com filtro rotatério;

e Biorreatores agitados pneumaticamente: biorreator de aeracdo simples,
biorreator de borbulhamento e biorreator de elevagéo por ar;

e Biorreatores ndo agitados: biorreator de fase gasosa, biorreator de
aeracdo por membrana permeavel a oxigénio e biorreatores de
sobreposicdo de aeracdo;

As caracteristicas de cada biorreator exposto no trabalho de Takayama e Akyta

(1994), descritas também por Teixeira e Cid (2010), sdo descritas abaixo.
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2.2.1. Biorreator aerador agitador (aeration-agitation bioreactor)

Esse tipo de biorreator é o mais proximo dos fermentadores convencionais. Esse
modelo é equipado com Varios tipos de impulsor e aspersor de ar e é classificado dessa
forma, devido a estrutura do impulsor utilizado, como turbina, hélices e paés.
Normalmente sdo utilizados para a cultura de células e embriogénese somatica
(KESSEL; CARR, 1972; PREIL et al., 1988). Para assegurar a homogeneidade do meio
de cultura, a hélice existente nesse tipo de biorreator necessita girar em velocidade

elevada e, dessa forma, pode causar danos mecéanicos ao material cultivado.

2.2.2. Biorreator com filtro rotatdrio (spin filter bioreactor)

O biorreator com filtro rotatério € equipado com um filtro onde o meio de
cultura é descarregado (STYER, 1985). Esse filtro realiza a agitacdo do meio de cultura
sem danos as plantas como ocorre nos biorreatores agitados por hélices. A propagacéao
em massa mais adequada para esse tipo de biorreator é a producdo por meio de
embriogénese somatica (WHEAT et al., 1986).

2.2.3. Biorreator de borbulhamento (air-driven bioreactor)

Biorreatores de borbulhamento ou movidos a ar, sdo o modelo mais simples de
biorreatores. A aeracdo e agitacdo do meio de cultura séo realizadas por meio de um
pulverizador conectado no fundo do recipiente (TAKAYMA; MISAWA, 1981).

2.2.4. Biorreator de aeracdo simples e biorreator de coluna de bolha

(simple aeration bioreactors and bubble column bioreactor)

Biorreatores com proporcao de altura e diametro de 1 a 2 sdo considerados de
aeracdo simples. Se a propor¢édo for de 3 ou mais € um biorreator de coluna de bolhas.
Esses biorreatores sdo indicados para a cultura de 6rgaos de planta, especificamente
para a propagacdo de diversas espécies por meio de cultura de tecidos, de hastes
caulinares, de bulbos, de cormos e de tubérculos (TAKAYAMA; MISAWA, 1981;
TAKAYAMA et al., 1991).
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Uma das vantagens da utilizacdo de biorreatores de coluna de bolhas é que esse
equipamento ndo necessita de compartimentos com vedacao e ndo possui partes moveis,

o0 que facilita a operacédo de esterilizacdo (PANDA et al., 1989).

2.2.5. Biorreator de elevacéo por ar (air-lift bioreactor)

Nesse tipo de biorreator o meio de cultura é movido verticalmente, de baixo para
cima, por meio de um tubo localizado no interior do recipiente, causado por bolhas de ar
produzidas no fundo do recipiente de cultura.

Segundo Panda et al. (1989), o biorreator de elevacdo por ar € um dos tipos de
biorreatores mais adequados para o cultivo de células de plantas em larga escala, pois
possui uma agitacao e transferéncia de oxigénio razoavel e o nivel de danos causados as
plantas é baixo. Uma desvantagem €é o desenvolvimento de zonas mortas no interior do

biorreator e mistura insuficiente em alta densidade de células.

2.2.6. Biorreator de fase gasosa (gaseous phase bioreactor)

Esse tipo de biorreator possui um filtro, ou suporte perfurado, onde o0s
segmentos de tecidos sdo fixados. O meio de cultura € pulverizado sobre o material de
cultivo e em seguida drenado no fundo do recipiente do biorreator. Esse procedimento é
realizado em intervalos preestabelecidos (USHIYAMA, 1984). Esse modelo é excelente
para o cultivo de células vegetais, cultura de tecidos e 6rgaos, pois ndo causa dano

mecanico na cultura por meio de agitacdo mecanica ou pneumatica.

2.2.7. Biorreator de aeracdo por membrana permeavel a oxigénio (oxygen

permeable membrane aerator bioreactor)

Os recipientes desse modelo de biorreator sdo equipados com um aerador, o qual
é constituido por uma canalizacdo fina no formato de espiral que pode ser feita de
teflon, goma de silicone, policarbonato ou polipropileno. Por meio desse aerador o
oxigénio é transferido para o meio de cultura. Segundo Luttman et al. (1994) esse
biorreator € mais adequado para a cultura de suspensdes de células embrionarias. As

vantagens desse modelo em relacdo aos outros sistemas de dispersdo por bolhas de ar
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sdo a ndo formacdo de espuma no meio de cultura e a possibilidade de controle mais
preciso do ponto de ajuste de oxigénio desejado.

2.2.8. Biorreator de sobreposicao de aeracdo (overlay aeration bioreactor)

Nesse biorreator a aeracdo é realizada pelo sopro de ar sobre a superficie do
meio de cultura, podendo ser combinado com agitacdo suave desse meio (ISHIBASHI
et al., 1987). Esse modelo pode ser aplicado na cultura de embrides, porém nédo tem sido

bem sucedido para a cultura de tecidos.

2.3. BIORREATOR DE IMERSAO TEMPORARIA

2.3.1. Sistema de frascos duplos (twin-frask system)

O sistema de frascos duplos (BIT®) foi um dos primeiros desenvolvidos, e
consiste basicamente em dois recipientes conectados por meio de um tubo de silicone
ou outro material. Em um dos recipientes € armazenado o meio de cultura e em outro
séo colocados os explantes (ESCALONA et al., 1999). Como demonstrado na Figura 2,
cada recipiente é conectado em uma linha pressurizada, controlados por timers
independentes acoplados em valvulas solenoides. Esse modelo é composto por
compressor de ar (1), valvula solenoide (2) e filtro de ar (3).

Seguindo a Figura 2 no estado A inicialmente os explantes estariam no intervalo
entre imers@es, onde se realiza a transferéncia do meio de cultura entre o primeiro e 0
segundo recipiente, por meio de pressurizacdo de ar. No estado B, os explantes
permanecem sob imersdo de meio de cultura. Finalizando o ciclo, no estado C, é
realizada a transferéncia do meio do recipiente contendo o material de cultivo para o

recipiente de armazenamento, também com pressurizacdo de ar.
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Figura 2 - Sistema de frascos duplos
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Fonte: Escalona et al. (1999)

Georgiev et al. (2014) expde que uma das maiores desvantagens desse modelo é
0 custo de automacao, pois necessita de dois timers e duas valvulas solenoides de trés
vias por par de recipientes e a falta de op¢6es para a renovacdo de meio e ventilacao.

Uma caracteristica importante desse tipo de biorreator demonstrado por Yang et
al. (2010), é a possibilidade de ser adaptada uma fonte de CO, externa, 0 que garante

concentracfes mais elevadas desse gas no recipiente de cultura.

2.3.2. Sistema de inundacéo e drenagem (ebb-and-flow or ebb-and-flood)

Segundo Georgiev et al. (2014), esse tipo de sistema pode ser descrito como uma
modificacdo do sistema de frascos duplos. Como observado na Figura 3, 0 sistema é
constituido também por pares de frascos, porém a transferéncia de meio entre esses
recipientes é realizada por meio de uma conexao existente no fundo de cada recipiente.
O recipiente onde fica 0 meio de cultura normalmente € menor e é colocado abaixo do
recipiente que contém o material em cultivo. Dessa forma, é necessaria energia apenas
para a transferéncia de meio do recipiente de armazenamento para 0 recipiente de

cultura, sendo que o inverso é realizado por gravidade.
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Figura 3 - Sistema de inundag&o e drenagem

A

Fonte: Georgiev et al. (2014)

Demonstrado na Figura 3, no estado A o material de cultivo estaria no periodo
de intervalo de exposicdo ao meio de cultura. No estado B € realizada a transferéncia do
meio para o recipiente com o material de cultivo por meio de ar pressurizado. Em C a
transferéncia de meio esta completa e por fim, no estado D, 0 meio de cultura retorna ao
recipiente de armazenamento por meio de gravidade.

As vantagens desse biorreator sdo a construcdo e automacao simples e confiavel
e menor consumo de energia, devido a transferéncia realizada por gravidade. Algumas
desvantagens incluem a entrada de luz ndo uniforme no recipiente de cultura e a falta de

opcao para aeragéo e enriquecimento de CO, (GEORGIEV et al., 2014).

2.3.3. Sistema RITA (RITA system)

Segundo Teixeira (2010), o modelo de biorreator construido por Alvard et al.
(1993), foi modificado em relacdo a sua construcdo original, porém mantendo suas
caracteristicas principais de funcionamento, originando o sistema de biorreator RITA®
(TEISSON et al., 1995), estabelecendo segundo Lemos (2013) um novo conceito de

cultivo in vitro em biorreatores de imersao temporaria.
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E um dos pioneiros em sistema de imersdo temporaria e foi desenvolvido em um
centro de pesquisa na Franca, chamado CIRAD (Centre de Coopération Internationale
em Recherche Agronomique pour le Développement).

O sistema de biorreator RITA® é utilizado em diversos laboratérios em todo o
mundo, como na Uganda onde h& um laboratério industrial para produgdo de café e
banana, contendo duas cAmaras de cultura equipados com um total de 1600 biorreatores
(CIRAD, 2015).

Esse modelo consiste basicamente em um recipiente, onde o meio de cultura fica
na parte inferior e o material de cultivo na parte superior, como pode ser visualizado na
Figura 4. As plantas sdo expostas ao meio de cultura por meio de ar pressurizado e o

retorno do meio a parte inferior é realizada por gravidade.

Figura 4 - Sistema RITA®

Fonte: Georgiev et al. (2014)

A Figura 4 demonstra, no estado A as plantas estriam no periodo de intervalo
entre as imersdes. Em B é iniciada a transferéncia por meio de ar pressurizado do meio
de cultura para a parte superior do recipiente, onde esta localizado o material de cultivo.
A transferéncia é finalizada no estado C, sendo que o ar pressurizado continua ligado
para que as plantas fiquem imersas com o meio de cultura. Por fim, no estado D, por

meio da gravidade a meio de cultura retorna a parte inferior do recipiente.
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Dentre as vantagens desse sistema (CIRAD, 2015), destaca-se a facilidade de
uso, 0 espaco para a instalagdo do equipamento e a total separacdo dos explantes no

periodo de imersao devido a formacao de bolhas de ar.

2.3.4. Biorreator foto termo (termo-photo-bioreactor)

O biorreator foto termo desenvolvido por Navarro et al. (2011), visualizado na
Figura 5, consiste em um biorreator de imersdo continua para a micropropagacdo de
biomassa, incluindo os meios para a incorporacdo de agentes quimicos como sais,
metais, componentes organicos, entre outros. O sistema também possui meio préprio de
iluminacdo, fornecendo radiacdo ultravioleta e temperatura durante o periodo de
crescimento do material vegetal. Esse sistema foi desenvolvido especificamente para a
micropropagacdo in vitro de erva-pilosa-antartica (Deschampsia antarctica), com o
intuito de produzir metabdlitos que podem ser utilizados para a salde humana e

cuidados pessoais.

Figura 5 - Bioreator foto termo

Fonte: Adaptado de Georgiev et al. (2014)



26

Esse biorreator possui duas entradas e saidas de ar em cada recipiente.
Semelhante ao sistema RITA®, o recipiente é constituido por dois compartimentos,
sendo que 0 meio de cultura é armazenado na parte inferior do recipiente enquanto que
0 meio a ser cultivado permanece na parte superior. Seu diferencial € uma fonte de luz
ultravioleta instalado na parte superior do recipiente, a qual permanece ligada durante
todo o processo. O funcionamento ocorre conforme a Figura 5. No estado A os
explantes estariam no periodo de intervalo entre imersdes. Em B € iniciado o processo
de transferéncia de meio para o compartimento onde se encontram as plantas. Esse
processo é realizado por meio de ar pressurizado colocado na parte inferior do
recipiente, dessa forma o meio de cultura passa por um tubo localizado no centro do
recipiente e é direcionado para o compartimento superior. No estado C os explantes
estariam em imersdo. Finalizando, em D o meio de cultura retorna a parte inferior do
recipiente por gravidade.

Georgiev et al. (2014), expde que esse modelo possui algumas desvantagens
como a complexa forma de operacédo, o uso limitado a cultura de raizes e a dificuldade

de colheita da biomassa radicular imobilizada.
2.3.5. Sistema hibrido de inundacéo e drenagem (hybrid ebb-and-flow)

O sistema hibrido de inundacdo e drenagem foi desenvolvido por Cuello e Yue
(2008), e é aplicado especificamente para o cultivo de culturas de raizes de alta
intensidade.

Segundo Georgiev et al. (2014), esse sistema funciona basicamente em duas
fases. Inicialmente opera como um biorreator de coluna de bolhas nos primeiros dias de
inoculacédo e na segunda fase opera semelhante a um sistema de frascos duplos (Figura
6). A operagdo na primeira fase com colunas de bolhas é necessaria para assegurar a
distribuicdo uniforme e imobilizagdo das raizes.

A Unica diferenga de projeto em relacdo ao biorreator por colunas de bolhas e
sistema de frascos duplos é a utilizacdo de uma bomba peristaltica? na tubulacéo de

transferéncia de meio de cultura entre 0s recipientes.

% Tipo de bomba hidraulica de deslocamento positivo.
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Figura 6 - Sistema hibrido de inundagéao e drenagem
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Fonte: Adaptado de Georgiev et al. (2014)

acionada, apenas existe uma entrada de ar na parte inferior do recipiente e uma saida na
parte superior. Depois desse processo finalizado, ¢ iniciado o processo semelhante ao
sistema de frascos duplos, com a diferenca de que a transferéncia do meio é realizada
pela bomba peristaltica e ndo por ar pressurizado. Com excecdo dessa diferenca, 0s
estados B, C, D e E ocorrem iguais ao sistema de frascos duplos descrito anteriormente.

A vantagem desse sistema € a renovacdo de oxigénio durante o cultivo de
biomassa de raizes de alta intensidade. A principal desvantagem, assim como 0
biorreator foto termo, é o uso limitado & cultura de raizes e a dificuldade de colheita da
biomassa radicular imobilizada (GEORGIEV et al., 2014).

2.3.6. Biorreator de imersdao por bolhas (bioreactor of immersion by
bubbles)

Esse modelo de biorreator, denominado biorreator de imersdo por bolhas ou
BIB®, foi desenvolvido por Soccol et al. (2008). Segundo Scheidt (2008), a aplicacéo
desse biorreator é vidvel e eficaz na producdo de mudas e metabdlitos secundarios e
aumenta consideravelmente a capacidade de producdo, pois pode trabalhar com varios

estagios.
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Esse sistema utiliza uma nova estratégia de cultivo, a qual é baseada na imersdo
temporaria, porém os explantes sdo expostos a uma espuma ao invés de meio liquido de
cultura. Como demonstrado na Figura 7, o sistema consiste de um unico recipiente de
vidro com dois compartimentos. O compartimento inferior é para 0 armazenamento do
meio de cultura, no qual é adicionado um detergente para a geracdo da espuma. O
material de cultivo é implantando em prateleiras localizadas no compartimento superior

do recipiente.

Figura 7 - Biorreator de imers&o por bolhas BIB®
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Fonte: Georgiev et al. (2014)

No estado A (Figura 7) os explantes estariam em repouso durante o periodo de
intervalo. Em B, € inserido ar comprimido na parte inferior do recipiente, o qual em
contato com 0 meio de cultura contendo detergente cria uma espuma que se dispde
sobre o material de cultivo.

Scheidt (2008) realizou um experimento com a cultura do abacaxizeiro (Ananas
comosus), comparando o BIB® com o sistema RITA® e com o método tradicional de
micropropagaco, o resultado demonstrou que o BIB®, obteve melhor desempenho de

producdo.
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2.3.7. Biorreator de tambor rotatério (rotating drum system)

O funcionamento desse tipo de biorreator consiste na rotacdo dos recipientes de
cultura sobre dois eixos, 0s quais sdo responsaveis pela conducdo dos movimentos
rotacionais (Figura 8). E superior ao biorreator mecanico aerador agitador em relacio a
oxigenacdo quando utilizados meios de cultura com alta viscosidade (TANAKA et al.,
1983).

Um modelo similar a esse foi desenvolvido por Akita e Ohta (1998), para a
micropropagacdo em massa de batata, com o diferencial de possuir um suporte

cilindrico para os recipientes de cultura.

Figura 8 - Biorreator de tambor rotatério
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Fonte: Gorgiev et al. (2014)

Esse sistema possui algumas desvantagens como a incapacidade de configurar
tempos independentes de imersao e intervalo, danos mecanicos causados no material de

cultura e falta de opgOes para troca interna de oxigénio (GEORGIEV et al., 2014).

2.3.8. Sistema de balanco (rocker system)

O sistema de balanco consiste em uma plataforma mecénica movel, a qual expde

o0s explantes ao meio de cultura conforme a angulacdo do equipamento (Figura 9).
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Figura 9 - Sistema de balan¢o
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Fonte: Georgiev et al. (2014)

No estado A, os explantes estariam em periodo de intervalo. Para expor as
plantas ao meio de cultura é realizado um leve movimento no sentido horério (B).

A principal vantagem desse modelo é a capacidade de suporte para um grande
namero de recipientes para cultivo. Algumas desvantagens incluem a necessidade de um
motor eletromecéanico para 0 movimento da plataforma e maior espaco necessario para
acomodacdo se comparado com os modelos de biorreatores citados anteriormente
(Georgiev et al., 2014).

Os recipientes de cultura presentes nesse tipo de biorreator ndo possuem
renovacdo de ar e também ndo fornecem meios para forcar a ventilacdo ou troca de
meio de cultura. Considerando esses problemas, Robert et al. (2006) desenvolveram o
biorreator BioMINT.

O BioMINT (Figura 10), consiste em dois recipientes, sendo um para 0 meio de
cultivo e o outro para o meio de cultura. Esses recipientes sdo acoplados por meio de
um adaptador perfurado, permitindo a transferéncia do meio de cultura entre eles. Essa
transferéncia de meio é realizada por gravidade, utilizando o sistema de balanco descrito
(ROBERT et al., 2006).

Figura 10 - Sistema BioMINT
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Fonte: Adaptado de Georgiev et al. (2014)
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A vantagem do sistema BioMINT é que o adaptador responsavel pelo fluxo do
meio de cultura entre os recipientes possui duas portas externas, as quais podem ser

utilizadas para ventilacdo forcada ou entrada de CO..

2.3.9. Biorreator RALM (bioreactor RALM)

Desenvolvido pela empresa brasileira RALM (RALM, 2016), esse biorreator é
baseado no modelo de frascos duplos (Figura 11). O recipiente de meio de cultura é
menor que o recipiente para o material a ser cultivado. Seu diferencial é o
funcionamento em linhas de pares de recipientes, aumentando a capacidade de
producdo. E controlado por meio de sistema de ar via CLP (controlador l6gico

programavel).

Figura 11 - Biorreator RALM
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Fonte: Georgiev et al. (2014)

Suas vantagens sdo que esse equipamento possui conexdo para enriquecimento
de CO, e o recipiente de cultivo é equipado com um suporte para sustentagdo dos
explantes. Uma desvantagem € a ndo modularizagdo do biorreator, ou seja, caso sejam
necessarios recipientes maiores ou compressor de ar com maior poténcia, seria
complexa a alteracdo dessas caracteristicas, pois esses equipamentos sdo desenvolvidos

especificamente para esse modelo.
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2.3.10. Sistema de biorreator de imersdao temporaria SETIS (SETIS

temporary immersion bioreactor system)

O funcionamento do biorreator de imerséo temporaria SETIS segue o0s principios
do sistema de inundacéo e drenagem, com uma diferenca na disposicao dos recipientes
(Figura 12).

Figura 12 - Sistema de biorreator de imerséo temporaria SETIS

Fonte: Georgiev et al. (2014)

O sistema SETIS possui um recipiente com dois compartimentos, o0 superior
para o material de cultivo e o inferior para 0 meio de cultura. O meio de cultura é
direcionado ao compartimento superior por meio de ar pressurizado e retorna ao
compartimento inferior por gravidade. Uma vantagem desse modelo € o menor espaco

ocupado pelo equipamento e a economia de energia devido ao uso da gravidade.
2.3.11. Biorreator PLANTFORM (PLANTFORM bioreactor)

Esse modelo de biorreator desenvolvido na Suécia (PLANTFORM, 2016),

(Figura 13), segue os principios de funcionamento do sistema RITA®.

Figura 13 - Biorreator PLANTFORM
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Fonte: Georgiev et al. (2014)
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Semelhante ao sistema SETIS, esse biorreator possui um recipiente com dois
compartimentos, um superior para 0 material de cultivo e o inferior para 0 meio de
cultura.

A principal vantagem desse sistema € o tamanho do recipiente, tornando
possivel o cultivo de espécies de plantas de maior estrutura como eucalipto, bananeira,

entre outros.
2.3.12. Biorreator de onda (WAVE bioreactor)
O biorreator de onda consiste em uma plataforma de agitacdo mecanica similar

ao sistema de balanco (Figura 14), que utiliza sacos descartaveis de culturas
esterilizados (EIBL; EIBL, 2008).

Figura 14 - Biorreator de onda

Fonte: Adaptado de Georgiev et al. (2014)

Nesse modelo, os explantes sdo expostos ao meio de cultura conforme o
movimento horario ou anti-horario do biorreator. As principais vantagens presentes
nesse modelo s&o 0s meios para aeragdo presentes e 0s sensores para determinar o pH e
CO, do meio de cultura. Assim como o sistema de balanco, uma desvantagem desse
biorreator € 0 espaco necessario para a acomodacao do equipamento e a utilizacdo de

motor eletromecéanico.
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2.3.13. Biorreator de imersdo temporaria desenvolvido pela Embrapa

Teixeira (2001) descreve um sistema de biorreator de imersdo temporaria
desenvolvido pela Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia, baseado no sistema de
frascos duplos. Conforme Figura 15, o biorreator é composto por um tanque de ar
comprimido (22) ou cilindro de ar artificial (25), filtro de ar seco (23), vélvulas
solenoides (13, 14, 15, 16 e 26), temporizadores (19 e 20), fluxdmetro (21), recipientes
para armazenamento do meio (4, 5 e 6), recipientes para o material a ser cultivado (1, 2,
3), filtros de ar (7, 8, 9, 10, 11 e 12), recipiente com carvdo ativado suspenso em agua
deionizada (24) e eletrodos para 0 monitoramento do meio (27, 28 e 29).

Figura 15 - Biorreator desenvolvido pela Embrapa

Fonte: Teixeira (2001)
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O funcionamento desse biorreator € semelhante ao sistema de frascos duplos,
com o diferencial de possuir uma linha contendo diversos pares de recipientes, e um
recipiente contendo carvdo ativado para filtragem e umedecimento do ar, antes de entrar
nos recipientes de meio e cultura.

Como exposto por Teixeira (2001) esse sistema apresentou resultados
satisfatorios no cultivo de gemas de abacaxi, microestacas de batata e microtuberizacdo
de batata.

A principal vantagem é a disposicdo dos pares de recipientes em linhas,
facilitando seu uso. Uma desvantagem € a quantidade de véalvulas solenoides e

temporizadores utilizados, aumentando significativamente o custo do equipamento.
2.4. APLICACAO DE BIORREATORES DE IMERSAO TEMPORARIA
Desde os primeiros modelos de biorreatores desenvolvidos, diversas aplicagdes
estdo sendo realizadas nesses equipamentos. Na Tabela 1 sdo demonstradas algumas

aplicacdes de sistemas de imersdo temporaria.

Tabela 1 - Aplicacdo de biorreator de imerséo temporéria desde 2005

Tipo de Sistema de

Espécie . ~ ‘.
imersdo temporaria

Imersdo/Intervalo Referéncia

Alocasia mazonica Ebb and flood 30min/8h Jo et al. (2008)
Ananas comosus RITA® 15min/2h Scheidt et al. (2009)
Ananas comosus BIB® 15min/2h Scheidt et al. (2009)
A hil

noectochilus Ebb and flood 15min/1h  Wu etal. (2007)
formosanus
Apple rootstock M26 RITA® 3-5min/1.5h Zhuetal. (2005)
Apple rootstock M9 ® . Chakrabarty et al.
EMIA RITA 15min/8h (2007)
Camptotheca ® , Sankar-Thomas et al.
acuminata RITA 1min/6h (2008)
Camptotheca . Sankar-Thomas et al.
acuminata Dual vessel system I1min/6h (2008)
Charybdis sp. Flasks in series 5 min / dia Wawrosch et al. (2005)
Coffea arabica RITA® 1min/4h Albarran et al. (2005)
Discorea spp. Glass flasks 10min/6h Jova et al. (2005)
Elaesis guineensis Similar to RITA® 3min/6h Sumaryono et al.

(2008)
Eleocharis dulcis similar to Twin flasks 15min/8h Gao et al. (2015)
system

Eucalyptus globulus BIT® 2min/12h Gonzales et al. (2011)
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Eucalyptus grandis,

and hybrids RITA® 30s/10 min McAlister et al. (2005)
Fragaria x ananassa RITA® 5min/4h Hanhineva et al. (2005)
Hydrastis canadensis RITA® 3min/1h He et al. (2007)
Hippeastrum x BIT® 15min/4h liczuk et al. (2005)
chmielli

Jacaranda decurrens RITA® 15min/4h Malosso et al. (2012)
Lessenrtia frutescens BIB® 30min/4h Shaik et al. (2010)
Musa BIT® 4min/3h Aragon et al. (2005)
Panax quinquefolius Rocker system 30s/1-2h Uchendu et al. (2011)
Phoenix dactylifera RITA® 15 min / dia Fki et al. (2011)
Quercus suber RITA® 1min/4-6h Pérez et al. (2013)
Saccharum spp. RITA® 1min/72h Snyman et al. (2011)
Theobroma cacao BIT® 1min/6h Niemenak et al. (2008)
Vaccinium RITA® 15min/4h  Debnath (2009)
angustifolium

Vanilla planifolia RITA® 2min/4h Ramos-Castelld et al.

(2014)

Fonte: Adaptado de Watt (2012)

Como demonstrado nos trabalhos citados, os periodos de imersdo e intervalo sdo
fatores importantes na utilizacdo de biorreatores de imersdo temporaria. Esses valores
podem ser muito especificos em relacdo as espécies e tipos de plantas. Dessa forma,
torna-se importante o estudo de novos protocolos para a producdo de plantas em
sistemas de imersdo temporaria, especificos para cada tipo de planta e cultura.

Welander et al. (2014) avaliaram um novo modelo de biorreator em plataforma
baseado no principio do sistema de imersdo temporaria para a micropropagacao de
Digitalis lutea x purpurea, Echinacea purpurea e Rubus idaeus. Em seus resultados
demonstraram que a taxa de multiplicacdo e qualidade dos explantes foram semelhantes
e em alguns casos melhores comparados ao cultivo com meio de agar. O nimero de
brotacdes foi semelhante nos dois sistemas para Digitalis e Rubus, enquanto Echinacea
teve um numero significativamente maior em biorreator. Porém, a massa seca foi
similar entre os dois sistemas para as trés espécies.

No trabalho de Lemos et al. (2001), foram utilizados biorreatores de imerséo
temporaria com o objetivo de aumentar a taxa de multiplicacdo e diminuir os custos de
producdo de mudas de bananeiras do tipo Terra. Como resultado foi comparado o uso
do biorreator com o sistema tradicional em semissolido para a micropropagacao,

observando que com a utilizacdo de biorreatores, as microplantas apresentaram maior
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comprimento, producéo de biomassa 2,86 vezes maior e 2,20 vezes mais brotos do que
no sistema tradicional.

Silva et al. (2007) desenvolveram um trabalho comparando diferentes métodos
de micropropagacdo de abacaxizeiro. Foram comparados os tratamentos utilizando
micropropagacao convencional em meio sélido, em meio liquido e micropropagagdo em
biorreator de imerséo temporaria. Como resultado o sistema de imersdo temporéria, com
as plantulas imersas a cada 2 horas por 3 minutos de imersdo, proporcionaram maior
numero, altura e massa de matéria seca de brotos. Concluindo que o sistema de imersao
temporaria € o método mais eficiente na micropropagacdo de abacaxizeiro em larga
escala.

Todos os sistemas de imersdo temporaria possuem alguma tecnologia para o
controle do tempo de imersao. Essa tecnologia pode ser mecanica, como a utilizacao de
engrenagens ou eletrénica com o uso de CLPs (Controlador l6gico programavel) ou

microcontroladores.

2.5. PLACA CONTROLADORA ARDUINO

A placa controladora ou microcontrolador Arduino é uma plataforma de
prototipagem open-source baseada na facilidade de uso e integracdo entre hardware e
software. Com o Arduino, é possivel realizar diversas acdes, desde a leitura de sensores
até a ligacdo de um LED ou motor (ARDUINO, 2016).

A utilizacdo dessa tecnologia se destaca devido ao seu baixo custo para o
desenvolvimento e se aplica em diversas areas de conhecimento, como na area de
educacdo (FRANCISCO et al., 2016; SOUZA et al., 2011), construcdo de equipamentos
de laboratorio (D’AUSILIO, 2012), pesquisas de comportamento animal
(DEVARAKONDA et al.,, 2015), entre outros. Outra caracteristica importante é a
facilidade de integracdo do Arduino com outras tecnologias, como demonstrado nos
trabalhos de Pinefio (2014) e Francisco (2016).

Buscando facilitar a sua utilizacdo e aplicacdo, existem diversas opgOes de

funcionalidades e recursos oferecidas pelo Arduino, como demonstrado na Figura 16.
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Figura 16 - Recursos disponiveis do Arduino

ARDUINO UNO ARDUINO 101 ARDUINO PRO ARDUINO PRO MINI ARDUINO MICRO
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THINGS ARDUINO YUN ARDUINO MKRI000 'ARDUINO ETHERNET SHIELD ARDUINO GSM SHIELD
ARDUINO WIFI SHIELD 101

ARDUINO GEMMA LILYPAD ARDUINO USB LILYPAD ARDUINO MAIN BOARD
LILYPAD ARDUINO SIMPLE LILYPAD ARDUINO SIMPLE SNAP

MATERIA 101

ENTRY LEVEL

WEARABLE
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Fonte: Adaptado de Arduino (2016)

Os recursos disponiveis para o Arduino incluem placas controladoras, médulos e
shields, os quais sdo elementos que podem ser conectados a placa controladora para
expansao de caracteristicas. Além dos componentes demonstrados na Figura 16,
existem diversos outros compativeis com o Arduino, como sensores, atuadores, shields
para comunicacdo sem fio, entre outros. As placas convencionais possuem
processadores com clock de 16 MHz, porém para aplicagbes que exijam maior
capacidade de processamento mantendo as caracteristicas basicas do Arduino, podem
ser utilizadas as placas Intel Galileo e Intel Galileo Gen 2, as quais possuem
processadores Intel® com até 400MHz de clock e funcionalidades disponiveis do
Arduino Uno R3.

O desenvolvimento Idgico das aplicacbes com o Arduino € realizado por meio
de um ambiente de desenvolvimento, denominado Arduino IDE atualmente na verséo

1.6.7 em linguagem C.
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A utilizagdo do Arduino possui algumas vantagens, descritas abaixo
(ARDUINO, 2016):

e Baixo custo: os microcontroladores Arduino sdo relativamente mais
baratos se comparados com outras plataformas;

e Ambiente de desenvolvimento simples: o software de desenvolvimento
do Arduino é facil para a utilizacdo por iniciantes, porém € flexivel ao
ponto de oferecer vantagens para a utilizacdo de usuarios mais
experientes;

e Software extensivel e open source: o ambiente de desenvolvimento do
Arduino é de cddigo aberto. Dessa forma, programadores experientes
podem realizar alteragfes ou implementacGes de novas funcionalidades
especificas para suas aplicagdes;

e Hardware extensivel e open source: assim como o0 ambiente de
desenvolvimento, o hardware do Arduino também ¢é aberto,
possibilitando que a criacdo de placas préprias estendendo ou

aumentando as funcionalidades do microcontrolador.

3. MATERIAIS E METODOS

A seguir sdo detalhados em dois subcapitulos, os materiais e métodos utilizados
para o desenvolvimento desse projeto. O primeiro subcapitulo aborda sobre o
desenvolvimento do biorreator e o segundo sobre a realizacdo do experimento com

explantes de amora preta Cv. Tupy.

3.1. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE BIORREATOR

O projeto do biorreator construido foi baseado no sistema de frascos duplos
distribuido em linhas e pode ser divido em dois mddulos, sendo um logico e outro
fisico. O modulo logico € responsavel pela configuragdo, gerenciamento e
monitoramento do biorreator e é constituido de dois niveis. O primeiro nivel, mais alto,
é executado por um software de computador, o qual se comunica com o segundo nivel,
constituido de um microcontrolador. O segundo nivel interage diretamente com o

modulo fisico, enviando instrucbes, que sdo executadas pelo biorreator de forma
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pneumatica. Essas instru¢fes consistem em abertura e fechamento de solenoides, e por
meio dessas sdo realizadas acdes de transferéncia de meio de cultura entre 0s
recipientes.

O software de computador responsavel pela configuracdo e monitoramento do
biorreator foi desenvolvido na linguagem de programacéo Java (ORACLE, 2016), com
a tecnologia Java Standard Edition (JAVASE, 2016) utilizando o ambiente de
desenvolvimento NetBeans (NETBEANS, 2016) e o framework JavaFX (ORACLE,
2016) para a construcdo da interface.

Para o desenvolvimento do sistema controlador do biorreator foi utilizado uma
placa controladora Arduino Uno (Figura 17 - A), a qual possui 14 portas digitais de
entrada e saida sendo 6 dessas com saidas de tensdo variante e 6 portas de entrada
analogicas. O microcontrolador também possui memodrias flash de 32 KB, SRAM de 2
KB e EEPROM de 1 KB e velocidade de clock de 16 MHz. Foi utilizada a IDE do
Arduino 1.6.4 (ARDUINO, 2016) como ambiente de desenvolvimento para a
implementacdo dos codigos em linguagem C, responsaveis pelo funcionamento do
biorreator.

Complementando o mddulo eletronico foram utilizados uma placa de relé
(Figura 17 — B) com 8 terminais utilizada para ligar as valvulas solenoides, um mddulo
RTC (real timer clock) (Figura 17 — C) responsavel por controlar e manter o tempo,
mesmo com o equipamento desligado e uma fonte de alimentacdo de corrente continua
com tensdes de 5v e 12v.

A memoria EEPROM do Arduino foi utilizada para armazenar os dados de
configuracdo do biorreator. Dessa forma e em conjunto com o0 mddulo RTC, caso haja
um desligamento indesejado do equipamento, devido a queda de energia elétrica ou
outro problema, assim que a alimentacdo for reestabelecida o biorreator voltara a

funcionar baseado na acdo que deveria estar executando naquele momento.
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Figura 17 — Materiais eletrénicos

Fonte: Arduino (2016)

Para o desenvolvimento do médulo pneumatico do biorreator foram utilizadas
valvulas solenoides de duas (Figura 18 - A) e trés vias (Figura 18 - B), valvula esférica
(Figura 18 - C), conectores em T de 6mm (Figura 18 - D) e L de 6mm (Figura 18 - E),
redutores de 10mm para 6mm (Figura 18 - F), mangueiras PU de 4mm e 6mm (Figura
18- G), filtro para retirada de umidade (Figura 18 - H) e filtros de ar de 0,22um (Figura
18- 1).

Figura 18 - Materiais pneumaticos

Fonte: O autor

Na Tabela 2, é detalhada a quantidade de material que foi utilizado para o
desenvolvimento do biorreator, considerando que o modelo desenvolvido €é constituido
por 4 linhas com 4 pares de recipientes em cada linha.
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Tabela 2 - Materiais utilizados

Material Quantidade por linha Quantidade Total
Compressor de ar com reservatorio 1 para as 4 linhas 1
Placa controladora Arduino 1 para as 4 linhas 1
Fonte de Alimentagdo 1 para as 4 linhas 1
Placa de relé 1 para as 4 linhas 1
Modulo RTC 1 para as 4 linhas 1
Valvula esférica 1 4
Valvula solenoide 2 vias 1 4
Valvula solenoide 3 vias 2 8
Filtro para umidade 1 4
Filtro de ar de 0,22um 2 8
Redutor de 10mm para 6mm 2 8
Conectorem T de 6mm 6 24
Conector em L de 6mm 4 16
Mangueira PU 6mm 2m 8m
Mangueira PU 4mm Im adm

Fonte: O autor

Como o funcionamento do biorreator desenvolvido é realizado de forma
pneumatica, € necessaria uma fonte de ar com pressdo positiva. Para suprir essa
necessidade foram analisados diversos tipos de compressores de ar, COmo compressor
de 12v sem reservatério de ar, compressor de tensdo alternada sem reservatério de ar,
compressor a Oleo sem reservatorio de ar e compressor de tensdo alternada com
reservatorio de ar. De todos esses testados, foi utilizado o compressor de tensao
alternada com reservatorio de ar, pois com esse tipo de compressor, 0 sistema de
biorreator se torna mais modular, ou seja, esse equipamento pode ser trocado, devido a
defeito ou falta de capacidade para frascos maiores, sem interferir no funcionamento do

restante do sistema.

3.2. EXPERIMENTO COM AMORA PRETA

Depois de desenvolvido o biorreator foi utilizado para a realizagdo de um
experimento funcional com plantas. O experimento foi executado utilizando explantes
axilares de Amora preta Cv. Tupy, cultivar desenvolvido pela Embrapa em 1988
(EMBRAPA, 2015).

Antes de implantar o experimento, todo o equipamento utilizado e a linha de

recipientes do biorreator foram autoclavados a 120° C e expostos a luz Ultra Violeta
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(UV) por 40 minutos. Da mesma forma, todo o processo de fixacdo dos explantes foi
realizado em uma camera de fluxo com o intuito de extinguir qualquer possivel fonte de
contaminacéo.

O experimento foi implantado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
pois as condi¢bes ambientais e do material experimental eram homogéneas. Foram
utilizados 20 explantes, considerando cada explante como uma repeticdo, nos
tratamentos, com uma perda de 2 repeticdes no primeiro tratamento.

Durante todo o periodo do experimento a temperatura foi controlada e mantida
em 27° C, e exposto a iluminacdo artificial. Os explantes foram fixados em uma espuma
fendlica com 8 cm de didmetro por 1 cm de espessura e ficaram em contato com o meio
de cultura por 2 minutos em intervalos de 2 horas em recipientes com capacidade de 1L.
Para o meio de cultura foi utilizada a solugdo MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962)
suplementado com 30 g.L™ de sacarose, 0,01 g.L™* mio-inositol e 5,1 pM de BAP (6-
benzilaminopurina). O periodo total do experimento foi de 35 dias.

Com o intuito de analisar a relacdo da quantidade de meio de cultura com o
desenvolvimento dos explantes, foram realizados trés tratamentos, diferenciando apenas
a quantidade do meio de cultura presente em cada um, sendo esses, 200 ml, 175 ml e
150 ml respectivamente.

Depois que o experimento foi finalizado foram obtidos e analisados os dados do
desenvolvimento dos explantes a partir das seguintes medidas (por explante): nimero de
folhas, nimero de brotacGes, comprimento da maior raiz, comprimento do explante,
massa fresca.

A anélise dos dados foi realizada com analise de variancia (ANOVA), teste de
Tukey e regressdo. Os softwares utilizados para as analises foram: SAS Studio
Academic Edition (SAS, 2015) para ANOVA e Excel 2010 (MICROSOFT, 2015).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir s@o apresentados os resultados obtidos e discussdo, separados em dois
subcapitulos, um expondo o biorreator construido e o seguinte descrevendo 0s

resultados obtidos com o experimento realizado no biorreator com Amora preta Cv.

Tupy.
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4.1. BIORREATOR IMERSAO TEMPORARIA DESENVOLVIDO
O biorreator de imersdo temporaria construido é demonstrado a seguir dividido
em trés modulos, sendo eles elétrico e eletrdnico, pneumatico e o software para controle

e monitoramento. O modulo elétrico e eletrdnico é ilustrado na Figura 19.

Figura 19 - Esquema elétrico e eletrdnico
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Fonte: O autor
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A unidade controladora responsavel pela comunicacdo com o software de
gerenciamento e pelo envio de comandos para a realiza¢do das transferéncias de meio
de cultura entre os recipientes ¢ demonstrada na Figura 20. Essa unidade tem

capacidade para o controle de até 4 linhas distintas de pares de recipientes.

Figura 20 - Unidade controladora

Fonte: O autor

Para que cada linha do biorreator opere de forma independente foi construido
um médulo responsavel pela transferéncia e filtragem do ar pressurizado. Cada uma das

4 linhas possui um mddulo igual o exposto na Figura 21.

Figura 21 - Médulo para transferéncia de ar pressurizado

Fonte: O autor
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Um esquema geral do funcionamento pneumatico realizado pelo biorreator é

exposto na Figura 22.

Figura 22 - Esquema do funcionamento pneumatico do biorreator

Fonte: O autor

Na Figura 22, também é demonstrado o funcionamento independente de cada
uma das linhas (L1, L2, L3, L4). Na primeira linha seria realizada a transferéncia do
meio de cultura para o recipiente contendo o material de cultivo. A segunda linha esta
em periodo de imersdo, onde os explantes ficam expostos sob o meio de cultura. Em L3
estd sendo realizada a transferéncia do meio de cultura para o recipiente de

armazenamento desse meio. E por fim, a Gltima linha esta no periodo de intervalo.
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Para garantir que o biorreator desenvolvido possa ser utilizado com diferentes
tipos de recipientes, respeitando o modelo de fracos duplos, foram realizados
experimentos com sucesso em recipientes com capacidade de 1L (Figura 23) e 500 mL
(Figura 24).

Figura 23 - Biorreator com recipientes de 1l

Fonte: O autor

Figura 24 - Biorreator com recipientes de 500 ml

Fonte: O autor

O sistema foi validado em relacdo a contaminagdo por meio de experimentos
realizados durante o processo de desenvolvimento do biorreator. Foram realizados 4
experimentos com 3 pares de frascos em cada, todos com explantes de amora preta Cv.
Tupy, totalizando 12 pares. Desses, apenas em um ocorreu contaminagdo. Uma vez que

esse par de recipiente se encontrava no final da linha, ou seja, era o terceiro frasco a
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receber o ar pressurizado, descarta-se a possiblidade de que a contaminagdo tenha se
originado pelo reservatorio de ar. Mesmo com a contaminacdo, o experimento foi
continuado por mais duas semanas e ndo ocorreu contaminagao nos outros dois pares da
mesma linha, demonstrando que o sistema ndo transfere a contaminacdo em pares de
recipientes de mesma linha.

O sistema funciona basicamente por meio das configurages de tempo de
transferéncia, intervalo e imersdao. Esses tempos sdo configurados no software
responsavel pelo gerenciamento e monitoramento do estado do biorreator. A tela

principal do software pode ser visualizada na Figura 25.

Figura 25 - Tela principal

1 Biorreator UEPG - =
COMe& - Configuragdes || Atualizar || Status
» Teste Transferencia ¥ Log
¥ Linha 1
Configuracio dos tempos: 27/12/2015 18:00:36 - Linha 4 executando Intervalo

Transferencia: 3 3 27/12/2015 18:00:43 - Linha 2 executando Inter
Imersdo: : : 27/12/2015 18:01:01 - Linha 1 executando

Intervalo: ‘ ‘ 27/12/2015 18:01:13 - Linha 2 executando Tran

MNome do Arguivo:

Descrigdo:

» Linha 2
» Linha 3
» Linha 4
Nio conectado 27/12/2015 18:03.05

Fonte: O autor

Na parte superior da tela, encontra-se um botao “Conectar”. Quando clicado esse
botdo ird criar uma conexdo com o biorreator conectado na porta descrita pelo
componente ao lado do botdo, que nesse caso ¢ a porta “COM 6”. Caso haja mais de um
biorreator conectado no mesmo computador, é possivel escolher em qual deseja se
conectar. Na parte central esquerda existe uma aba para a configuracdo de cada linha.
Para configurar uma linha é necessario informar os tempos de transferéncia, imerséo e

intervalo e também informar se deseja que as datas em que cada ag¢do ocorrerd sejam
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salvas em um arquivo de texto. O tempo de transferéncia refere-se ao tempo necessério
para que seja realizada a transferéncia completa do meio de cultura entre um recipiente
e outro. O tempo de imersédo é o periodo em que os explantes ficaram expostos ao meio
de cultura e o tempo de intervalo € o periodo entre uma imersao e outra. Por fim, ao
lado direito sdo descritas todas as agdes realizadas pelo biorreator, como cada a¢do e em
qual linha foi realizada, abertura e fechamento de comunicacdo entre o software e o
biorreator e também se ocorreu algum tipo de erro, como falha na comunicacdo ou
escrita de arquivo.
O estado atual de cada linha de producdo pode ser visualizado na tela “Status de

Produgdo” (Figura 26), a qual € aberta pelo botao “Status” da tela principal.

Figura 26 - Tela de status de produgéo

n Status de Producio = =
¥ |nfo Linha 1 ¥ Info Linha 2
Agdo em execugdor  Intervalo Acdo em execugdor  Transferencia
Tempo restante:  01:58:25 Tempo restante:  00:00:17
Proxima agdo:  Transferencia Préxima agdo:  Intervalo
Imersées: 1 Imersdes: 2
Inicio: 27/12/2015 17:58:30 Inicio: 27/12/2015 17:58:32
¥ Info Linha 3 ¥ Info Linha 4
Agdo em execugdo:  MNenhuma Acdo em execugdo:  Transferencia
Tempo restante:  00:00:00 Tempo restante:  00:00:10
Préxima agdo:  Nenhuma Préxima agdo: Intervalo
Imersdes: 0 Imersdes: 2
Inicio: 00/00/0000 00:00:00 Inicio: 27/12/2015 17:58:45

Ultima sincrenia: 27/12/2015 17:58:30

Fonte: O autor

Na tela de status de produgéo sdo expostas informacgdes como a agédo que a linha
esta executando no atual momento, o tempo restante para a finalizacdo dessa acdo e qual
a proxima acdo a ser executada. Também podem ser visualizadas quantas imersoes
foram realizadas em cada linha e quando foi iniciado o experimento.

O software e o microcontrolador séo executados de forma sincronizada sem

comunicagdo, ou seja, a conexdo € aberta apenas para a configuracdo dos tempos no
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microcontrolador e depois de configurado, a conexdo pode ser fechada. Dessa forma,
pode ser necessario realizar uma atualizacdo das informacgdes exibidas na tela. Essa
atualizacdo € realizada por meio de uma sincronizacdo entre o software e o
microcontrolador, que ¢ realizada automaticamente ou quando o botdo “Atualizar” da
tela principal é acionado.

Existem algumas configuragOes que podem ser realizadas no software, as quais

sdo realizadas na tela de configuracao (Figura 27).

Figura 27 - Tela de configuracdo do sistema
L] Configuracdes do Sistema

Diretoric principal: | C:\Biorreator

Obs: Todos os arquivos serdo salvos nesse diretdrio
Arquivo de Log: | Arquive_Leg
v | Sincronizar dados com microcontrolador

Tempo: | 10 |Hrs

Tempo Sistema: ~ 27/12/2015 18:10:04 Ultima sincronizagac
Sincronizar y

Tempo Microcontrolader:  27/12/2015 18:10:01 12/10/2015 13:00:00
Salvar alteragdes

Fonte: O autor

A primeira configuragdo é o diretorio principal, onde todos os arquivos de
experimentos e log serdo salvos. Caso algum erro ocorra com o software como falha na
abertura de comunicacdo com o microcontrolador, erro em escrita de arquivo, entre
outros, esse sera salvo no arquivo de log informado. Ha uma opcdo para a sincronizagdo
dos dados entre o software e 0 microcontrolador. Se essa opg¢do estiver marcada, sera
realizacdo uma conex&o e sincronia de dados no periodo inserido pelo usuério. Por fim,
é exibido o horério configurado no computador e no microcontrolador. Caso esses
horarios sejam diferentes, com o botdo “Sincronizar” o horario do microcontrolador é
atualizado com o horério do computador.

Uma caracteristica importante do sistema desenvolvido é que caso ndo tenha
necessidade de monitoramento do estado do biorreator, depois de configurado o
microcontrolador pode ser desconectado do computador e continuard com Seu
funcionamento normalmente. Se for necessario verificar o estado do biorreator, basta
conectar o microcontrolador ao computador novamente, por meio de cabo USB e

atualizar as informagoes.
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Como demonstrado o biorreator construido pode ser utilizado com recipientes de
diferentes capacidades. Porém para essa aplica¢do deve ser considerada a capacidade do
compressor utilizado, o qual também pode ser substituido sem alteragdes em outras
partes do sistema, respeitando apenas o limite de pressdo suportado pelas véalvulas
solenoides.

Debnath (2011) expde que condi¢cbes ambientais do biorreator, como
temperatura, pH do meio de cultura, concentracbes de oxigénio e CO,, oxigénio
dissolvido e periodo de transferéncia ou agitacdo podem ser controladas e monitoradas.
O biorreator descrito nesse trabalho apenas controla os periodos de imerséo,
transferéncia e intervalo referentes ao meio de cultura, dessa forma, em trabalhos
futuros podem ser adicionadas funcionalidades para o controle das variaveis ambientais
supracitadas.

No trabalho de Kana et al. (2010) € descrita a implementacdo de um biorreator
de imersdo temporaria computadorizado. O software foi desenvolvido utilizando a
linguagem de programacdo PHP e o banco de dados MySQL, ja no presente trabalho,
foi utilizado a tecnologia JAVA para a implementacdo do software de controle e ndo foi
utilizado nenhum banco de dados, pois os dados sdo salvos em arquivos de texto. Outra
diferenca, é que o sistema desenvolvido por Kana et al. (2010) necessita estar conectado
a um computador durante todo o processo, ao contrario, 0 sistema descrito nesse
trabalho apenas necessita estar conectado para a configuracdo dos dados.

Poonnoy e Topoonyanont (2012) também desenvolveram um software para o
controle de biorreatores de imersdo temporaria, porém utilizando a metodologia de
computacdo paralela. Semelhante ao presente trabalho, as transferéncias de meio sdo
realizadas de forma pneumatica e similar ao trabalho de Kana et al. (2010) os autores
utilizaram quatro valvulas solenoides de duas vias para abertura e fechamento da
pressdo positiva. Diferentemente, no sistema descrito nesse trabalho foram utilizadas
trés valvulas solenoides, duas de trés vias e uma de duas vias, dessa forma diminui-se o

custo de fabricacdo e energia.
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4.2. EXPERIMENTO COM AMORA PRETA REALIZADO

Por meio da analise de variancia de regressdo, foi determinado o grau do
polinémio que melhor se aplica as médias. Depois, foi encontrada a equacdo para gerar
a curva e com a derivada dessa equacao foi determinado qual o ponto mais alto do eixo
x de cada medida, indicando a quantidade de meio de cultura ideal para cada aplicacéo.

Na Figura 28, sdo ilustrados os graficos das distribuicdes dos dados obtidos.

Figura 28 - Gréfico de distribuicdo de nimero de folhas, nimero de brotagdo, comprimento de raiz,

comprimento total do explante e massa fresca
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° F 525 F 490
° Prob> F 0.0082 Prob> F 0.0110
° 10
60
8
° g
g ° g
5 S 6
£ = o
© %
= < JE
2 ] <o
20 5]
| i
. . 1
200ml 175ml 150ml 200ml 175ml 150ml
Tratamento Tratamento
Distribui¢do de comprimento de raiz Distribui¢do de comprimento total de explante
8 o F 353 35 F 932
Prob > F 0.0360 Frob > F 0.0002
os © o
T & 30
£ 9 £
B £
il =
2 g
S 2= o
g 2
g g
£ E °
= =
£ E 20
[=} 2 (=]
© o
o
o 15 —
0 e —
200ml 175ml 150ml 200ml 175ml 150ml
Tratamento Tratamento

Distribui¢do de massa fresca

=] F 41
Prob>F 00217

Massa fresca (g)
)
a
)

-8B <

200ml 175ml 150ml
Tratamento

Fonte: O autor
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Como pode ser observado, o nimero de folhas e comprimento do explante
apresentaram valor de Pr > F menor que 0,01, sendo significativo ao nivel de 1% de
probabilidade, e 0 nUmero de brotacdo, comprimento de raiz e massa fresca obtiveram
valores Pr > F menor que 0,05, sendo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Na Figura 29, podem ser visualizadas as médias e o grupo de Tukey em cada
tratamento. Em todos o0s casos, o grupo de Tukey dos resultados do tratamento 2 diferiu

do tratamento 3, porém, ambos ndo diferiram do tratamento 1.

Figura 29 - Médias e agrupamento de Tukey para nimero de folhas, nimero de brotagdo, comprimento de

raiz, comprimento total e massa fresca

Ndamero de folhas Numero de brotacido Comprimento de raiz (mm)

35 2 6 18
a a

200 175 150 200 175 150 200 175 150
Quantidade de meio de cultura (ml) Quantidade de meio de cultura (ml) Quantidade de meio de cultura (ml)
Comprimento total (mm) Massa fresca (g)
30 0,45 3
a 04

23 7

0,35 -
03
0,25
02
0,15
01
0,05

20

15

10

5

o]
200 175 150 200 175 150

Quantidade de meio de cultura (ml) Quantidade de meio de cultura (ml)

Fonte: O autor

Para a analise de regressdo a equacdo que melhor se adapta € a quadratica
(Figura 30).



Figura 30 - Gréfico de curvas
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Fonte: O autor

A partir das funges resultantes, foi calcula a derivada de cada fung&o, a fim de
determinar o ponto de inflexdo, que nesse caso, expressa a quantidade de meio de

cultura ideal para cada aplicacdo, exposto na Tabela 3.

Tabela 3 - Quantidade de meio de cultura ideal

Quantidade de meio

Aplicacao (ml)
Numero de folhas 180,22
Numero de brotacdo 179,87
Comprimento de raiz 174,27
Comprimento total 178,95
Massa fresca 180,54

Fonte: O autor
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Depois de retirado do experimento, notou-se que alguns explantes apresentaram
hiper-hidricidade, uma hipétese da causa € o intervalo em que os explantes ficaram sem
meio, sendo que em outros experimentos onde o tempo de intervalo foi maior, ndo foi
encontrado nenhum explante hiper-hidrico. Debnath (2007), também obteve explantes
hiper-hidricos de cloudberry micropropagados em biorreator com meio de cultura
liquido. Esses explantes foram transferidos para um meio de cultura solido em um
processo chamado de dois passos e apds quatros semanas produziram brotos normais.
Esse método de regeneracdo também foi utilizado por Debnath (2009) e Debnath
(2014). Considerando que a propagacdo em biorreatores € realizada em menor tempo se
comparado ao meio convencional, essa metodologia de dois passos pode ser utilizada
como uma solucdo para o explantes hiper-hidricos.

Analisando todos os experimentos realizados, desde os iniciais para verificar
contaminagdo até o apresentado nesse trabalho, foi levantada a hipotese de trabalhar
com diferentes intervalos de tempo durante o desenvolvimento do explante.
Configurando um menor intervalo no inicio do processo e aumentando esse tempo

gradativamente.

5. CONCLUSAO

O Biorreator de imerséo temporaria construido demonstrou ser eficiente.

Com o software desenvolvido, além de configurar o funcionamento do
biorreator, também ¢é possivel armazenar informacgdes dos experimentos utilizados.
Dessa forma, o sistema construido pode ser utilizado tanto em producéo de larga escala
como em laboratdrios de pesquisa.

Os melhores resultados foram obtidos com quantidades de meio entre 175 e 180
ml obtiveram melhores resultados, dessa forma esses valores podem ser utilizados para
a determinagé@o de um protocolo para a producdo de mudas de amora preta Cv. Tupy em

biorreatores de imersdo temporaria.
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