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Até onde é do conhecimento do autor, a idéia de se utilizar a cultura de tecidos
vegetais como técnica comercial para propagac¢ao de plantas em larga escala, surgiu apds a
publicacido do artigo “A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures” por Murashige & Skoog (1962). Pouco depois desta data ja surgiam os primeiros
laboratérios comerciais na regido de Los Angeles, com a orientagdo do Dr. Toshio
Murashige, entdo professor da Universidade da California — Riverside. Inicialmente, foram
montados pequenos laboratérios, anexos a viveiros comerciais ja existentes, com a
finalidade de clonar espécies que oferecem dificuldades neste sentido, ou para as quais a
cultura in vitro poderia ser mais vantajosa do que as técnicas convencionais de clonagem,
como € o caso de orquideas, samambaias e outras plantas ornamentais. Em pouco tempo
aumentava, tanto o numero de laboratérios instalados, quanto o numero de espécies
clonadas comercialmente in vitro, além da difusdo de tais laboratorios para outras regides.

Inicialmente, os laboratérios instalados com esta finalidade apresentavam estrutura
simples, constituindo copias dos laboratérios de pesquisa das universidades, utilizando
utensilios e equipamentos tipicos de laboratérios de pesquisa, tais como erlenmeyers,
beckers, agitadores magnéticos, além de outros de custo elevado e sensiveis a manuseio
por pessoal ndao habilitado. Com a instalacdo de laboratérios de maior capacidade, resultou
na necessidade da sua sofisticacdo, devido ao aumento dos riscos de contaminacéo e a
necessidade de uma estrutura e metodologias mais aprimoradas, que permitam maior
controle da assepsia. E esta necessidade aumentou a medida que os laboratérios
comerciais evoluiram para instalagdes de grande porte, hoje denominadas “biofabricas”,
algumas produzindo até 20.000.000 de plantas por ano, ou mais. Com isto resultou o
aumento dos custos e a necessidade de medidas visando a sua redugao.

As primeiras iniciativas visando a redugao de custos nos laboratorios comerciais ja
eram vistas nos primeiros laboratérios montados na regido de Los Angeles. Um destes
laboratorios, visitados pelo autor, na década de 70, ja utilizava utensilios de cozinha, de ago
inoxidavel, no lugar de erlenmeyers e beckers, bem como frascos de conserva de 250 mL
como frascos de cultura, em substituicdo aos tubos de ensaio e erlenmeyers utilizados na
época com esta finalidade, além de um misturador comum de restaurante, em substituicao
ao agitador magnético. Este mesmo laboratério ja procurava aumentar o rendimento da méao
de obra, fazendo o enchimento dos frascos de cultura com um pequeno dispensador
comercial de liquidos, que dosava mecanicamente a quantidade de meio de cultura a ser
vertido em cada frasco, dotado de uma extensao que permitia encher até 5 frascos por vez.
Em outro laboratério, de maior porte, uma casa de vegetagao foi transformada em sala de
crescimento, resfriada com aparelhos de ar condicionado. Esta foi certamente a primeira
iniciativa destinada a utilizar a energia solar em substituicdo a luz artificial na sala de
crescimento. Desde entdo, muitas outras modificagbes vém sendo adicionadas, algumas
delas no sentido da redugdo de custos e outras visando melhorar a qualidade do produto
final.

A reducgao de custos é essencial para se produzir plantas a custo competitivo com as
técnicas convencionais. Mas é preciso que as medidas adotadas neste sentido ndo resultem
em prejuizo a qualidade do produto final e nem resultem em aumento dos riscos de
contaminacgéo, ja que as perdas por esta causa concorrem para o aumento dos custos.

Devido ao custo elevado de producdo nas biofabricas, a maioria das espécies
produzidas com esta técnica e destinadas a venda direta ao consumidor final, tem sido de
plantas ornamentais, em razdo do valor mais elevado deste produto no mercado, se
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comparado com plantas produtoras de alimento. Dentre estas ultimas, apenas algumas
podem ser clonadas economicamente em biofabricas, em razado de caracteristicas especiais
que envolvem as suas técnicas culturais, como é o0 caso da banana, morango e batata
inglesa. Destas, a banana é a uUnica espécie cujos propagulos provenientes da biofabrica
podem ser utilizados com vantagem econdmica, diretamente para a formacdo de plantios
comerciais. Devido ao problema de patdgenos sistémicos que afetam as duas outras
espécies e que reduzem drasticamente a sua produtividade, elas precisam obrigatoriamente
ser clonadas in vitro, apds terem sido submetidas a limpeza clonal, sendo, os propagulos-
matrizes provenientes da biofabrica, utilizados para a formagéo de viveiros conduzidos sob
condigbes controladas, os quais fornecerdo propagulos livres de patdégenos sistémicos, a
serem empregados nos plantios comerciais. Desta forma, o custo mais elevado dos
propagulos provenientes da biofabrica se dilui pelos propagulos produzidos no viveiro e nao
afeta significativamente os custos de produgéo do produto final.

A introducdo continua de novos procedimentos de propagagado in vitro, novos
equipamentos, novos utensilios e outros artificios, vém permitindo o aumento também
continuo do numero de espécies que se tornam aptas a serem clonadas mais
econdbmicamente nas biofabricas. Assim, a clonagem de eucalipto em biofabricas por
empresas florestais j& € uma realidade, através de um artificio que utiliza propagulos
provenientes de biofabricas, para a formagao de mini-matrizes em viveiros, que por sua vez
fornecerao as mini-estacas para enraizamento e producdo de mudas para os plantios
comerciais.

Para a reducao de custos nas biofabricas, a primeira medida a adotar é o cuidado
com a localizagédo e o desenho da instalagdo. Qualquer erro cometido nesta fase, podera
resultar em prejuizos permanentes. Uma instalacdo propriamente localizada e desenhada
adequadamente resulta em menores riscos de contaminagdo, menor custo com energia e
melhor rendimento das operagdes (Bridgen & Bertok, 1997). Por exemplo, o clima da regido
pode afetar sensivelmente os gastos com a energia necessaria para o resfriamento ou
aquecimento da sala de cultura. Segundo Ahloowalia & Prakash (2004), em Nova Delhi,
onde as temperaturas do verdo sao elevadas, o custo com energia, numa biofabrica
produzindo 5.000.000 de plantas por ano, é de US$ 0,80 por mil plantas, enquanto nas
regides de Bangalore e Prune, com clima mais ameno, este custo é de US$ 0,30. Por isso,
das 76 biofabricas da india, 52 se localizam em Bangalore e Prune, e apenas 24 em Nova
Delhi.

Uma biofabrica instalada em local onde o ar ambiente seja rico em poeira,
substancias quimicas, microorganismos e outros contaminantes pode exigir medidas
especiais para contornar o problema, o que acarreta gastos extras na construgdo e
manutencao e, consequentemente, aumento dos custos.

O desenho da instalagdo deve levar em conta a separagado das atividades do
laboratério em salas separadas, de modo a constituir diferentes ambientes dentro da
instalagdo, quanto ao nivel de assepsia desejado, ou seja, uma zona com indice elevado de
assepsia, formada pela “sala de transferéncia” e “sala de crescimento”, onde as condi¢oes
de assepsia sdo mais rigidas. Uma zona de mediana assepsia, formada pelas salas de
preparo e esterilizagdo de meio de cultura e depésito de vidraria limpa. Uma zona ordinaria,
com nivel de assepsia normal, formada pelas demais salas, como sala de limpeza, banheiro,
escritorio, almoxarifado e area de expedicdo. Na sala de transferéncia, a mais exigente em
cuidados, é recomendavel a instalagdo de um sistema de pressao positiva. A adocao de
energia solar para iluminagdo da sala de crescimento exige que esta sala se destaque das
demais na planta, devendo assim, também ter o seu sistema de pressé&o positiva.

As operagdes do laboratério devem se dispor de modo a evitar caminhadas longas e
excessivo movimento de pessoas. Isto se consegue dispondo, em ordem, as salas de
limpeza, de preparo de meio, de transferéncia, e de crescimento. E recomendavel que as
zonas mais assépticas figuem separadas da zona ordinaria por uma porta. As salas de
transferéncia e de crescimento devem ter visores de vidro, para reduzir a entrada de
visitantes a estas salas. Ambas salas ndo devem ter passagem através delas. O banheiro
deve se situar logo a entrada da instalacdo e possuir chuveiros e vestiario, para troca de
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roupa e calgados pelos operarios logo na entrada. A estrutura se completaria com a
instalacdo de um gerador de emergéncia, para suprir eventuais cortes de energia pelo
menos para a sala de crescimento.

O conjunto destas medidas resulta no desenho de uma estrutura equilibrada, com
reducdo das caminhadas pelos operarios dentro do laboratério e um controle eficiente da
contaminagéao, resultando em reducédo de custos. A ndo adogdo destes cuidados podera
resultar numa estrutura defeituosa e sujeita a perdas irremedidveis e permanentes, com
reflexo negativo no custo de produgao.

Outras medidas podem ser tomadas com a finalidade de redugéo de custos, mas vao
depender da escala de produgdo. A automacido das operacbes, com a finalidade de
aumentar a escala de producdo, tem sido testada mas ndo tem sido considerada
econdmica.

De acordo com o Dr. Pedro Orellana, da Universidade de Las Villas, em Cuba
(informacao pessoal), tem-se considerado como mais econémicas naquele pais, biofabricas
com capacidade de producéo entre 4.000.000 e 5.000.000 de plantas por ano.

Ahloowalia & Prakash (2004) relatam a existéncia de uma biofabrica na india,
resultante da transformacao de uma casa de trés quartos, em laboratério, com a adocéo das
medidas adequadas de redug¢do de custos, que produz economicamente cerca de 2.500.000
plantas por ano.

A substituicdo de componentes mais purificados do meio de cultura, por outros com
menor grau de pureza, pode constituir uma boa medida para redugdo de custos numa
producdo em larga escala. Uma mistura de amido de mandioca + amido de batata +
semolina, na proporcao de 2 :1:1 é citado como substituto barato para o Agar (Prakash et al,
2004). Zimmerman (1995) e Stanley (1995) relatam que amido de milho + “Gelrite” na
proporcdo de 50g + 0,5g respectivamente, substituiram vantajosamente o Agar para o
cultivo de macga, péra, banana, cana-de-agucar, gengibre e outras espécies. Outros autores
relataram o uso do amido de mandioca, de milho e outros, com bons resultados. Melhor
ainda seria substituir qualquer agente gelificante por meio liquido. Segundo Prakash et al
(2004), o custo do litro de meio de cultura varia em torno de US$0,18 para meio solido e
US$0,08 para meio liquido. Os mesmos autores relatam o uso de fibra de algoddo no
Pakistdo e Bangladesh, como suporte em meio liquido para banana, orquidea, crisdntemo e
batata, tendo a orquidea e banana crescido muito mais rapidamente do que em Agar. Esta é
uma substituicdo altamente vantajosa, ja que o Agar tem custo elevado e ainda complica o
preparo do meio de cultura, pela necessidade de aquecimento para sua fusido. Outros
produtos, como la de vidro, blocos de espuma de polystireno e outros (Bhattacharya et al,
1994) tém sido usados com sucesso como suporte para a cultura em meio liquido (Prakash
et al, 2004), para eliminagdo do Agar. Ja utilizamos blocos de espuma de polystireno com
sucesso para a cultura de bromélia.

Outro componente de custo elevado e que se usa em grande quantidade, a sacarose
PA, tem sido substituida sem problemas por agucar refinado, em culturas-estoque das mais
diversas espécies, no laboratério de cultura de tecidos da Universidade Estadual do Norte
Fluminense.

A agua dessalinizada em laboratério tem sido substituida por agua de chuva e até
mesmo agua potavel doméstica (Ganapathi et al, 1995; Sharma & Sing, 1995). Em ambos
0s casos sdo necessarios alguns cuidados na utilizagdo de agua destas origens. O emprego
de agua simplesmente deionizada tem sido usado no laboratério de cultura de tecidos da
UENF e funciona perfeitamente, a um custo muito mais baixo do que a destilada.

O protocolo de preparagao do meio de cultura é outro fator a considerar, quando o
objetivo é reduzir custos. A preparagao de grandes volumes de meio de cultura para uso em
dias sucessivos nao é recomendavel, principalmente quando envolve componentes de
rapida decomposi¢cdo, como certos reguladores de crescimento. Pior ainda é armazenar
meio de cultura ainda nao esterilizado, por periodo superior a 24 horas. O ideal é a
preparagéo de solug¢des-estoque concentradas, com todos os componentes, em quantidade
que permita o preparo de cinco ou mais litros de meio de cultura, embala-las em sacos
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plasticos e congela-las, para uso subseqiente. Com esta medida se economisa tempo e
mé&o de obra no preparo dos meios.

Os frascos de cultura hoje existentes abrangem diversos tipos, variando quanto ao
volume, formato e material de fabricacdo. Dentre os mais baratos estdo os frascos de
conserva de vidro, de até 500 ml, sendo os de 250 ml com tampa de polipropileno, os mais
usados. Apresentam a vantagem da durabilidade ilimitada, podendo ser autoclavados
indefinidamente sem perda da transparéncia.

O recipiente denominado Magenta™, muito usado em outros paises, além de muito
caro, o produto nacional permite contaminagao através dos bordos da tampa, que precisam
ser envolvidos por filme plastico, o que significa uma exigéncia extra de mao de obra; além
disso, o recipiente perde a transparéncia com a sucessao de autoclavagens.

Recipientes descaraveis do tipo saco plastico flexiveis, semi-permeaveis a gases, de
baixo custo, vém sendo desenvolvidos atualmente (Ahloowalia, 1995, 1999; Tanaka et al,
1988, 1991), e permitem boa reducdo de custos, mas ainda ndo usados no Brasil. S&o
sacos plasticos de 10 x 15 cm), que ja vém esterilizados da industria e sdo fechados com
uma seladora de sacos plasticos. Assim, nao precisam de tampa e podem ficar pendurados,
dispensando as tradicionais prateleiras de custo elevado.

Segundo Prakash et al (2004), o emprego de ingredientes e recipientes de baixo
custo pode reduzir de 50 a 90% o custo do meio de cultura.

Em paises com mao de obra barata como o Brasil, a lavagao dos frascos de cultura e
outros recipientes de vidro pode ser feita de maneira mais econdmica do que em maquinas
de lavar ou instalagbes automaticas, apenas improvisando uma lavadora consistindo em
uma escova adaptada a um pequeno motor elétrico.

O emprego de biorreatores em substituicdo a outros tipos de frascos de cultura é
uma alternativa que promete reduzir substancialmente os custos. Dentre os diferentes tipos
de biorreatores, destaca-se o SIT - Sistema de Imersao Temporal, que além de usar meio
liquido, o material vegetal ndo permanece em contato permanente com o meio de cultura,
reduzindo assim o problema freqlente de hiperhidricidade, sendo banhado com a solugao
nutritiva periodicamente, além de fazer a troca peridédica da atmosfera do frasco. Tudo isto
resulta em melhor crescimento e multiplicacdo da plantas, além da formagao de plantas com
anatomia, morfologia e metabolismo mais normais, capazes de sobreviver melhor as
condi¢des ex-vitro, sem a necessidade de longo periodo de aclimatizacdo. Todavia, o seu
emprego exige cuidados especiais quanto ao manuseio, para evitar contaminagédo, o que
resulta na necessidade de operarios bem treinados. Este fator, associado ao custo elevado
dos recipientes, bem como o custo elevado da autoclavagem dos mesmos, tem limitado o
seu emprego.

A substituicdo da autoclavagem por outra técnica de esterilizacdo do meio de cultura
permitiria uma economia substancial, ja& que autoclavagem é uma técnica de custo elevado.
Teixeira et al (2006) mostraram a possibilidade de se esterilizar o meio de cultura com
hipoclorito de sddio, utilizando um novo protocolo de preparo do meio. O protocolo ja foi
usado para diversas espécies, como eucalipto, fafia, sequodia, abacaxi e outras, sem
inconvenientes. A taxa de multiplicacdo e a producdo de biomassa do abacaxi no meio
esterilizado quimicamente foram duas e meia vezes superiores as do meio autoclavado.
Além disso, foi evidenciado que microorganismos contaminantes das culturas-estoque de
onde provieram os explantes, ou que cairam dentro dos frascos de cultura no momento da
inoculagdo dos explantes, nado sobreviveram as condigdes do meio esterilizado com
hipoclorito de sédio. Assim, a economia com a eliminagdo da autoclavagem, o maior
rendimento da mao de obra para preparacdo do meio de cultura e a redugao da taxa de
contaminacgao resultam em substancial reducédo dos custos. Em Cuba também se utiliza a
esterilizacdo quimica com uma mistura de dois produtos patenteados.

Um novo conceito em micropropagacao que vem sendo desenvolvido ultimamente, é
o SCTF - Sistema de Cultura de Tecidos Fotoautotrofico (FTCS - Fotoautotrofic Tissue
Culture System), no qual as culturas se desenvolvem em meio nutritivo isento de sacarose e
ambiente in-vitro enriquecido com diéxido de carbono. O Sistema permite a utilizacdo de
frascos de cultura mais volumosos, meio de cultura mais simples e barato, taxa de
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multiplicacdo mais elevada, além de ser menos sujeito a contaminagao e produzir plantas ja
adaptadas ao ambiente ex-vitro, tudo isto resultando em custos mais baixos. Segundo
Prakash et al (2004), com a eliminagao da sacarose, o custo do litro de meio de cultura se
reduz para US$0,13 para meio sélido e US$0,03 para meio liquido.

O gasto com a iluminacao artificial da sala de crescimento € um dos mais elevados
da biofabrica, além de produzir plantas com morfologia, anatomia e metabolismo alterados
(Ahloowalia & Savangikar, 2004), o que as torna frageis quanto a adaptagdo ao ambiente
ex-vitro, podendo resultar na sua morte ou na exigéncia de cerca de duas semanas de
aclimatizagdo na casa de vegetagdo. Assim, o0 emprego da iluminagdo solar na sala de
crescimento é outra medida ja consagrada, que reduz os gastos com energia e produz
plantas j& adaptadas as condi¢cdes ex-vitro, resultando em maior porcentagem de
sobrevivéncia e redugcdo de mao de obra e de tempo de permanéncia das plantas na casa
de vegetacao durante a fase de aclimatizagdo. A opgao mais barata para uso da luz solar
consiste em se destacar a sala de crescimento do restante do corpo da biofabrica e
posiciona-la de tal forma que suas paredes e teto, que sdo de vidro, formem sempre um
angulo com os raios solares em qualquer parte do dia. Esta alternativa vem sendo usada
com sucesso em biofabricas cubanas (Baezas-Lopez, 1995). Uma alternativa menos
sofisticada, usada na india (Ahloowalia & Savangikar, 2004), para cultura em pequena
escala, tem sido o cultivo nos ja referidos sacos plasticos especiais, de polypropileno,
pendurados na casa de vegetacdo. Todavia, esta alternativa depende de temperatura
ambiente amena e homogénea durante o dia, ja que nenhum controle artificial é feito, exceto
pelo uso de cortinas, visando evitar a incidéncia direta da luz solar nos sacos. Alternativa
semelhante tem sido tradicionalmente usada no Brasil pelos orquiddéfilos amadores, com
resultados satisfatérios, mantendo os frascos de cultura em telados ou ripados, ou ainda
dentro de casa, em cdémodos bem iluminados com luz indireta. Economia adicional com
energia pode ser conseguida projetando janelas de vidro amplas nos varios cémodos da
biofabrica, o que permite dispensar a necessidade de lampadas acesas durante boa parte
do dia e do ano.

Outro fator a considerar, visando redugédo de custos, € o gasto com mé&o-de-obra.
Considera-se como boa produtividade do operador na capela de fluxo laminar, 2.500
transferéncias por dia. Em condicbes excepcionais, este rendimento pode atingir 5.000
transferéncias por dia (Ahloowalia & Savangikar, 2004). Utilizando a combinacéo da fase de
multiplicacdo em biorreator e as fases finais em sacos plasticos, bem como o manuseio
mecanizado dos propagulos, alternativas ainda ndo comumente usadas no Brasil, pode-se
reduzir entre 50% e 75% os custos com os trabalhos na capela de fluxo laminar (Savangikar
et al, 2002). O uso de musica ambiente e a limitagdo do tempo de trabalho do operador na
capela de fluxo laminar para 4 horas diarias aumentam o rendimento do operador. No tempo
restante do dia, o operador seria direcionado para outras atividades. Considera-se, também,
que o trabalho de mulheres apresenta maior rendimento na sala de transferéncia e no
transplante das plantulas para os vasos na casa de vegetacao.

Finalmente, o treinamento adequado dos funcionarios e o envolvimento de um
especialista bem qualificado no gerenciamento do empreendimento podem, a primeira vista,
significar elevacao de custos. Contudo, falhas de planejamento, de gerenciamento e
procedimentos inadequados podem resultar em grandes perdas por contaminagdo e por
outros motivos . Assim, o ndo investimento neste sentido, pode resultar em repetidos
insucessos, que acabardo por inviabilizar o negécio a longo prazo, com resultados tanto
mais desastrosos quanto maior for o volume da producéo.
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