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RESUMO

A imobilizagcao de biocatalisadores é uma estratégia importante para aumentar a produtividade
em bioprocessos. Entretanto, a dificuldade na obtengdo de particulas homogéneas pelos
métodos convencionais assim como as limitagdes difusionais impostas pelas matrizes
poliméricas sao questdes que precisam ser contornadas nestes sistemas. A microfluidica é uma
tecnologia que pode contribuir nesta area diante da producao de microparticulas monodispersas
e a possibilidade de investigacdo de respostas celulares em microambientes. Assim, este projeto
teve como objetivo empregar a microfluidica para encapsular e investigar o comportamento de
Bacillus subtilis em microparticulas de alginato. E, como desafio, investigar a producao de lipase,
uma enzima de interesse biotecnolédgico relevante, usando cultivo em batelada. Diante disso,
estratégias envolvendo geometrias de microcanais, solugdes para fase continua e dispersa na
geracdo de gotas bem como métodos de gelificacdo de alginato foram estudados para a
imobilizacao celular. Nestes estudos, um processo eficiente de imobilizacdo foi obtido com
microfluidica em geometria de fluxo cruzado, utilizando 6leo fluorocarbonado para gerar as gotas
de alginato. A reticulagdo do alginato, para a formacao das microparticulas, foi realizada pelo
método de gelificagdo interna. Em etapa subsequente, um microbiorreator de perfusédo foi
desenvolvido, permitindo identificar que o ambiente das microparticulas foi favoravel para o
crescimento celular, sendo que a alta concentragao celular pode ter sido resultado da protegcéo
celular. E, com o intuito de comparar estas microparticulas com outras estratégias em escala
laboratorial, um sistema microfluidico de gotas operando em modo duplo foi desenvolvido. Assim,
foi avaliada a produtividade em lipase para as formas de cultivo por células livres, imobilizadas
por método convencional e por microfluidica. O cultivo das bactérias com microparticulas
apresentou maior concentracdo celular e por isso a produtividade de lipase por esse sistema foi
de até 3 vezes maior do que nas condicbes de células livres e imobilizadas por método
convencional de gotejamento. Portanto, a tecnologia microfluidica mostra-se eficiente para
encapsular e investigar comportamento celular e ainda, as microparticulas produzidas por este
sistema podem ser aplicadas a cultivos submersos, o que podera contribuir para o aumento de

produtividade em bioprocessos.

Palavras-chave: Microfluidica, microbiorreator, microparticulas de alginato, Bacillus

subtilis, lipase



ABSTRACT

Immobilization methods of biocatalyst are important strategies for improving the bioprocess
productivity. However, heterogeneous particles productions from conventional methods and the
diffusional limitations from polymeric matrix are some points could be optimized in these systems.
Microfluidics is a technology that can contribute on this area due to the monodisperse
microparticles productions and the possibility to investigate the cellular responses into the
microparticles. Therefore, the purpose of this project was to use the microfluidics for encapsulating
and investigating the cell behavior of Bacillus subtilis inside of alginate microparticles. As
challenge, to investigate the potential of these cells on lipase production, an enzyme of relevant
biotechnological interest was selected. Thus, strategies for microchannels geometries,
composition of continuous and dispersed phase for droplet generation and alginate gelation
methods were studied for Bacillus subtilis encapsulation on microparticles. On these studies, an
efficient encapsulation process was obtained using a cross-flow microfluidic system, with
fluorocarbon oil to generate the droplets and alginate cross-linking via internal gelation. The
bacteria growth in perfusion microbioreactor shows that microparticles alginate conditions were
favorable, resulting in a high cell density that can be stimulated by the cell protection. In order to
apply these microparticles on a laboratory scale, a double droplet microfluidic system allowed us
to investigate lipase productivity between the cultivate manners with free cell, encapsulated by the
conventional and microfluidics methods. Thus, the cultivation with immobilized bacteria in alginate
microparticle showed a high cell density, the lipase productivity by this system was almost 3 times
higher than the conditions of free and encapsulated cells by conventional method. Therefore, the
microfluidic technology was efficient to encapsulate and investigate of cell behavior on alginate
microparticles and apply them on submerged cultivate, which may contribute to the increase of
productivity in bioprocesses.

Key-words: Microfluidics, microbioreactor, alginate microparticles, Bacillus subtilis,
lipase
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Capitulo 1
INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

As inovaces tecnoldgicas que visam empregar métodos para tornar os
processos mais produtivos poderao contribuir em diversas aplicagdes biotecnoldgicas
e industriais. Na biotecnologia industrial, as técnicas de imobilizacdo de
biocatalisadores sdo estratégias que podem levar ao aumento de producdo de
metabdlitos e enzimas, tais como as lipases microbianas, que tem um alto interesse
comercial (PARK; CHANG, 2000; ZHU, 2007). O aperfeicoamento destas tecnologias,
bem como o uso de ferramentas que permitam investigar o comportamento de células
imobilizadas, pode elevar a eficiéncia de processos biotecnoldgicos. Neste contexto, a
tecnologia microfluidica surge como uma alternativa que pode aprimorar tais processos
aplicados a biotecnologia.

A microfluidica € uma ciéncia que se originou da necessidade de otimizar os
métodos analiticos. Os sistemas em microcanais foram criados por Manz et al. (1990),
sendo empregados volumes na ordem de microlitros (106 a 108 L) que levam ao
escoamento de fluidos em regime laminar e processos de transferéncia de massa e
calor mais eficientes quando comparados as escalas macrométricas (WHITESIDES,
2006). A miniaturizagdo de sistemas analiticos deu espago a outras formas de
investigacdes em microambientes, que resultaram em diferentes configuracbes de
microcanais capazes de gerar gradientes de concentracéo (KIM et al., 2014; OLIVEIRA
et al., 2016a), formar gotas (NAJAH et al., 2014) e até oferecer condi¢des favoraveis
para o crescimento celular em microbiorreatores (BRAS et al., 2017; SCHAPPER et al.,
2010).

A versatilidade destes sistemas e a possibilidade de otimizagao de métodos
aliados as investigagdes em escala micrométrica, tem apontado a microfluidica como
uma tecnologia para potencializar as pesquisas em bioprocessos (OLIVEIRA et al.,
2016b). Nesta area, a microfluidica pode ser usada como uma alternativa aos métodos
convencionais de imobilizacao de biocatalisadores e ainda, dar suporte aos estudos de
comportamento celular em condi¢des similares ao microambiente celular.
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A tecnologia microfluidica que se aplica a imobilizagao de agentes biologicos
€ a microfluidica de gotas, por meio de processos de emulsificacdo. Este sistema
permite produzir microparticulas monodispersas, inclusive em escala amplificada, e
com a possibilidade de controlar o tamanho da particula, que nem sempre sao obtidos
facilmente pelos métodos convencionais (HOLTZE, 2013; KINTSES et al., 2010). O
comportamento biolégico nestas condigcdes pode ser feito em microbiorreatores,
usando sistemas microfluidicos que oferecem as mesmas condi¢cdes de um biorreator
convencional (SCHAPPER et al., 2009). As analises em tempo real e a simulagdo de
operagdes de macroescala dao respaldo a otimizagdo de bioprocessos com maior
eficacia in vitro do que as técnicas tradicionais (BALAGADDE et al., 2005; ZHANG et
al., 2006).

Estas tecnologias microfluidicas sdo aplicadas em diversas éareas de
pesquisas, apesar disso o uso destas ferramentas em bioprocessos ainda € pouco
reportado na literatura. A imobilizacdo de células e a investigagdo de comportamento
celular por microfluidica de gotas e microbiorreatores sao desafios que poderiam
resultar em aumento de produtividade de bioprodutos de alto interesse industrial. Diante
disso, tais tecnologias microfluidicas podem trazer grandes avangos para a
biotecnologia, em especial as pesquisas envolvendo a producao de enzimas, como as
lipases bacterianas, que possuem ampla aplicagédo industrial.

2 OBJETIVOS

Este projeto de pesquisa teve como objetivo empregar a microfluidica como
ferramenta para imobilizar células bacterianas e investigar as respostas celulares em
microbiorreator. A tecnologia microfluidica foi utilizada para imobilizacdo de Bacillus
subtilis em microparticulas de alginato, sendo as células submetidas em cultivo em
batelada para producao de lipase. A produtividade neste sistema foi comparada com
cultivo por células livres e imobilizadas por método convencional.

Para atingir tal objetivo, as seguintes etapas foram realizadas:

= Desenvolver sistema microfluidico de gotas para formacdo de microparticulas

de alginato: avaliar os processos de geragao de gotas, os métodos de gelificagao
do alginato e o efeito da geometria dos microcanais na formagao das
microparticulas de alginato.
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= |mobilizar células bacterianas em microparticulas de alginato: investigar a

eficiéncia e viabilidade do efeito de imobilizacao celular usando o sistema
microfluidico de gotas e a estabilidade destas microparticulas em condi¢des de
temperatura e agitacao.

= |nvestigar o comportamento celular no interior das microparticulas de alginato

em sistema de microbiorreator: projetar um sistema de microbiorreator que

permita monitorar, ao longo do tempo, o comportamento das células de B.

subtilis imobilizadas em microparticulas de alginato.

= Avaliar a potencialidade do cultivo submerso de células imobilizadas em

microparticulas de alginato: monitorar o crescimento celular em sistema agitado

e a producéo de lipase por B. subtilis nas formas livres e imobilizadas, usando

um sistema com pequeno volume.

= Estabelecer estratégias microfluidicas de gotas para aumentar a producido de

microparticulas de alginato: com base no sistema microfluidico de gotas

desenvolvido, explorar estratégias de geometrias de microcanais para aumentar

a producéo de microparticulas de alginato.

=  Cultivar B. subtilis nas formas livre e imobilizada para producio de lipase: avaliar

0s parametros cinéticos das células imobilizadas em microparticulas de alginato,
bem como as atividades enzimatica e especifica, e comparar a produtividade
com as formas de cultivo de células livres e imobilizadas por método

convencional.

3 ORGANIZAGCAO DA TESE EM CAPITULOS

Os resultados das etapas de pesquisa desta tese de doutorado estdo
organizados em capitulos, a fim de apresentar didaticamente a constituicdo deste
trabalho.
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O capitulo 2 apresentara os fundamentos teoricos e revisao da literatura
envolvendo os temas, os quais foram base para esta pesquisa, tal como a importancia
da imobilizagdo de células microbianas como um modo alternativo para aumento de
produtividade, tendo como inovagao o emprego das ferramentas de microfluidica de
gotas e microbiorreatores.

O capitulo 3 mostrara os processos de producdo de microparticulas de
alginato usando trés geometrias de microfluidica de gotas, bem como o uso de
diferentes solucdes para fases continuas e dispersas na gelificacdo de alginato em
microcanais.

O capitulo 4 apresentara a estabilidade fisica e a eficiéncia de imobilizagao
celular nas microparticulas de alginato, por microfluidica de gotas, permitindo a
aplicacao destas em cultivo em batelada. O comportamento celular foi primeiramente
observado ao longo do tempo usando um microbiorreator e entdo, avaliadas as
respostas de crescimento celular e producéao de lipase pelas células de Bacillus subtilis
em sistema agitado num volume de microlitros.

Diante da potencialidade de aplicacdo em maior escala, no capitulo 5 sera
apresentada uma estratégia de configuracao de microcanais para aumentar a producao
de microparticulas de alginato por microfluidica de gotas visando empregar o cultivo em
maior volume. Assim, permitindo a comparacgao de produtividade de lipase por Bacillus
subtilis entre as formas de cultivo livre, imobilizada por método convencional e por
microfluidica, as quais foram cultivadas em batelada.

Por fim, serdo relatadas as conclusdes gerais desta pesquisa bem como as
sugestdes para trabalhos futuros usando a imobilizagcao de células por microfluidica de
gotas, o microbiorreator para investigacédo de respostas celulares e aplicacao de lipase
por cultivo de células imobilizadas.

REFERENCIAS

BALAGADDE, F. K. et al. Long-term monitoring of bacteria undergoing programmed population
control in a microchemostat. Science, v. 309, n. 5731, p. 137-40, 1 jul. 2005.

BRAS, E. J. S. et al. A microfluidic platform for physical entrapment of yeast cells with continuous
production of invertase. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, v. 92, n. 2,
p. 334-341, 2017.

HOLTZE, C. Large-scale droplet production in microfluidic devices—an industrial perspective.
Journal of Physics D: Applied Physics, v. 46, n. 11, p. 114008, 20 mar. 2013.

Capitulo 1



17

KIM, M. et al. Rapid and accurate generation of various concentration gradients using
polydimethylsiloxane-sealed hydrogel device. Microfluid, v. 16, n. 4, p. 645-654, 2014.

KINTSES, B. et al. Microfluidic droplets: new integrated workflows for biological experiments.
Current opinion in chemical biology, v. 14, n. 5, p. 548-55, out. 2010.

MANZ, A. et al. Design of an open-tubular columm liquid chromatograph using silicon chip
technology. Sensor and Actuators, v. 1, n. 1, p. 249-255, 1990.

NAJAH, M. et al. Droplet-Based Microfluidics Platform for Ultra-High-Throughput Bioprospecting
of Cellulolytic Microorganisms. Chemistry & Biology resource, v. 21, p. 1722—-1732, 2014.

OLIVEIRA, A. F. et al. Cultivation of yeast in diffusion-based microfluidic device. Biochemical
Engineering Journal, v. 105, n. 2016, p. 288-295, 2016a.

OLIVEIRA, A. F. et al. Microfluidic tools toward industrial biotechnology. Biotechnology
Progress, v. 32, n. 6, p. 1372-1389, 2016b.

PARK, J. K.; CHANG, H. N. Microencapsulation of microbial cells. Biotechnology advances,
v. 18, n. 4, p. 303-19, jul. 2000.

SCHAPPER, D. et al. Application of microbioreactors in fermentation process development: a
review. Analytical and bioanalytical chemistry, v. 395, n. 3, p. 679-95, out. 2009.

SCHAPPER, D. et al. Development of a single-use microbioreactor for cultivation of
microorganisms. Chemical Engineering Journal, v. 160, n. 3, p. 891-898, jun. 2010.

WHITESIDES, G. The origins and the future of microfluidics. Nature, v. 442, n. July, 2006.

ZHANG, Z. et al. Microchemostat-microbial continuous culture in a polymer-based, instrumented
microbioreactor. Lab on a chip, v. 6, n. 7, p. 906—13, jul. 2006.

ZHU, Y. Chapter 14 . Immobilized Cell Fermentation for Production of Chemicals and Fuels. In:
YANG, S.-T. (Ed.). . Bioprocessing for Value-Added Products from Renewable
Resources. [s.l.] Elsevier Ltd, 2007. p. 373-396.

Capitulo 1



18

Capitulo 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 LIPASES MICROBIANAS

A biotecnologia industrial aliada as inovagdes tecnoldgicas resulta em
estratégias que levam a obtencdo de biomoléculas com elevado rendimento e alta
produtividade. Produtos de interesse comercial vém sendo obtidos a partir bioprocessos
com células microbianas, tais como as enzimas, que, devido a sua eficiéncia como
catalisadores, apresentam aplicagdes em industrias farmacéuticas, alimenticias e de
cosmeéticos (CHOI; HAN; KIM, 2015; ZHU, 2007). Diante disso, diferentes abordagens
cientificas tém sido exploradas para estimular a producdo de enzimas por vias
biotecnolégicas a fim de tornar o processo economicamente viavel.

A eficiéncia de um processo industrial usando enzimas depende de fatores
como estabilidade térmica, eficiéncia catalitica e especificidade. No entanto, a obtengao
de enzimas com estas propriedades tem dificultado a aplicacdo em atividades
industriais (CHOI; HAN; KIM, 2015; ELLEUCHE et al., 2014). Dentre as enzimas
produzidas por rota biotecnoldgica, as lipases em geral apresentam tais caracteristicas,
sendo assim compativeis com os processos industriais de tecnologias de alimentos, de
industria quimica e farmacéutica (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; JAEGER; EGGERT,
2002).

As lipases (triacilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3) sdo hidrolases que atuam
em condi¢ées aquosas para gerar a conversao catalitica de triacilglicerdis em acidos
graxos livres e glicerol (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). O potencial biotecnoldgico das
lipases microbianas se deve ao fato de serem estaveis em solventes organicos, nao
necessitarem de co-fatores e possuirem uma ampla especificidade do substrato
(JAEGER; REETZ, 1998). Estas enzimas sao produzidas por fungos e principalmente
por bactérias, em que sao geradas lipases extracelulares, o que facilita no processo de
recuperacao. Os principais géneros de bactérias produtoras de lipases sao
Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus, sendo que este Ultimo se destaca pela
producédo de lipases com alta estabilidade térmica, uma caracteristica importante para
as aplicagdes industriais ja que a maioria das reagdes ocorre acima de 45 °C (GUPTA,;
GUPTA; RATHI, 2004; JAEGER; EGGERT, 2002).
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Além da estabilidade térmica, as lipases produzidas por Bacillus sp
apresentam como vantagem uma rapida resposta de produgao, sendo obtidas durante
todo o crescimento bacteriano com maior produtividade no final da fase exponencial
(GUPTA et al., 2004; SHARMA, CHISTI, BANERJEE, 2001). O método de producao
destas lipases é preferencialmente por fermentagcao submersa. No trabalho de Sharma
et al. (2002) a producao em fermentagdo submersa e a estabilidade de lipase alcalina
por Bacillus subtilis foi avaliada em temperaturas de 50 a 85 °C. Ja no trabalho de
Ahmed et al. (2010), este tipo de lipase também obtida por Bacillus subtilis foi produzida
a 37 °C em frascos agitados, tendo uma estabilidade de até 50 °C.

Diante do interesse industrial em lipases termicamente estaveis, estudos
tém sido dirigidos para aumentar a produtividade desta enzima por via biotecnoldgica.
Para os processos conduzidos com Bacillus subtilis, as investigacbes sao
principalmente por meio da determinagéo de condi¢cdes 6timas de cultivo, tais como
variagao de pH, temperatura (LINDSAY et al., 2000) e demanda de oxigénio (SONG et
al., 2013). A otimizagdo da produgcdo de enzimas de lipases poderia também ser
avaliada usando técnicas de imobilizagdo de Bacillus subtilis, uma vez que ja foram
realizados estudos nesta area para a producao de protease (ADINARAYANA; JYOTHI;
ELLAIAH, 2005; ANWAR et al., 2009) e a-amilase (KONSOULA; LIAKOPOULOU-
KYRIAKIDES, 2006) com alta produtividade enzimatica. Tal estratégia de imobilizagéo
poderia levar ao aumento de produtividade de lipases por Bacillus subtilis em cultivo

submerso.

2 TECNOLOGIAS DE IMOBILIZACAO CELULAR

As tecnologias de imobilizacdo de células microbianas e/ou enzimas tém
contribuido para o aumento de produtividade em processos biotecnoldgicos. Os
métodos de imobilizacdo consistem na retencdo de agentes biolégicos de forma
quimica ou fisica a um suporte solido, ficando protegidos do meio reacional (CASSIDY;
LEE; TREVORS, 1996; PARK; CHANG, 2000). Desta forma, a produtividade esta
relacionada a protecdo celular contra efeitos de cisalhamento e preservacdo das
atividades cataliticas, gerando assim uma maior concentragdo celular no biorreator
(ZHU, 2007).
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O emprego de células imobilizadas em processos biotecnoldgicos tem se
mostrado vantajoso frente ao uso de células livres. Tal fato se deve a facilidade de
separacao dos produtos e/ou células e pela possibilidade de conduzir os processos em
regime continuos, sem que ocorra o arraste de células (WESTMAN et al., 2012). Para
empregar as técnicas de imobilizagcdo, as caracteristicas dos biocatalisadores devem
ser consideradas afim de garantir a eficiéncia do processo de imobilizacdo. As células
gue tem a capacidade de aderir em superficies sélidas ou de se auto agregarem sao
imobilizadas por fixagdo, enquanto que as células que ndo possuem a mesma
propriedade de aderéncia sao imobilizadas em matrizes poliméricas ou membranas na
forma de capsulas ou particulas porosas (Figura 2.1) (CASSIDY et al, 1996;
WOODWARD, 1988).

a) c%e@

b d () Células microbianas
O mmm Material de suporte
e _® .
O OO ~ Cross-linking
OO Matriz porosa

O O Membrana porosa

Figura 2.1: Técnicas de imobilizacdo de células microbiana: por fixacao a) floculagao, b)
adsorgao em suporte solido, ¢) cross-linking de células e, imobilizacdo: d) em matriz porosa, €) em
membrana. Adaptado de Westman et al. (2012).

Entre estas tecnologias apresentadas, a imobilizacdgo em matrizes
poliméricas apresenta como vantagem uma maior estabilidade mecénica e de
carregamento de células no interior das particulas (PARK; CHANG, 2000). Além disso,
ha uma diversidade em materiais poliméricos biocompativeis que permite tanto a
protecdo quanto o crescimento de células animais e microbianas devido a porosidade
das particulas. Para os processos conduzidos com micro-organismos imobilizados, os
polimeros mais usados sao carragena, alumina, quitosana, poliacrilamida, agarose e o
alginato. O alginato € amplamente utilizado devido ao processo de imobilizagdo que
pode ser realizado a pH neutro e em temperatura ambiente (PARK e CHANG, 2000).
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3 ALGINATO COMO MATRIZ DE IMOBILIZACAO

O alginato é um polissacarideo aniénico naturalmente encontrado em algas
marrons (Phaeophyceae) e pode ser produzido também por bactérias do género
Azotobacter e Pseudomonas (REHM, 2009). Estruturalmente, trata-se de um
copolimero linear composto pelos monémeros de acido B-D-manurénico (bloco - M) e
acido a-L-gulurénico (bloco - G), os quais sao unidos por ligacdes glicosidicas entre os
carbonos 1,4 (Figura 2.2A). As propor¢des de blocos MM, GG ou MG interferem nas
propriedades fisicas do polimero por ter uma relacdo direta com o processo de
reticulacdo do alginato (SMIDSROD, 1974; YOUTSUYANAGI et al., 1991).

A reticulacdo do alginato, que leva a formagao de um hidrogel, depende da
guantidade de blocos G onde ocorre a ligagdo de um céation divalente, como Ca*?, ao
grupo carboxilico presente na estrutura quimica do alginato (DONATI; PAOLETTI,
2009; MORCH et al., 2006) (Figura 2.2A). Neste tipo de interagcao é formado um gel
termoestavel com propriedades mecéanicas que irdo depender também das
concentracoes de alginato e agente reticulante, bem como do processo e o tempo
reticulacdo. A gelificagdo pode ser realizada pelo método externo, em que € usado um
ion ativo para fazer a reticulagéo de alginato (Figura 2.2B), ou por gelificacao interna,
gue um ion na sua forma inativa é liberado por meio de redugéao de pH ou por troca
ibnica (Figura 2.2C). Embora possam apresentar propriedades mecanicas diferentes,
ambos sao amplamente empregados para imobilizacdo de células microbianas.

Pelo processo de gelificacao externa, o hidrogel de alginato é formado quase
gue instantaneamente devido a presenga de cations livres, os quais se difundem
imediatamente na camada externa até atingir o interior da gota, resultando em
particulas de alginato (DONATI e PAOLETTI, 2009). Neste método, as particulas sao
produzidas principalmente pela técnica convencional de gotejamento, em que uma
solugéo contendo o polimero juntamente com as células a serem imobilizadas é
gotejada num reservatério contendo a solugéo reticulante, como por exemplo, o CaClz
(Figura 2.2B). As particulas produzidas por este método tendem a apresentar
esfericidade e tamanhos varidveis com didametro na ordem de milimetros a micrémetros.
Estas variagdes se devem a diferentes fatores envolvidos no gotejamento, tais como o
didmetro do bico ejetor, altura entre o bico e a solucdo de cloreto de calcio,
concentracao de ions de célcio e viscosidade do alginato.
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Ja na formacgao de particulas de alginato por gelificagao interna, a solugao
de alginato € misturada com a solugdo contendo os cations divalentes na sua forma
inativa (CaCQOs, Ca-EDTA, citrato de calcio). Assim, a reticulacdo é proveniente da
dissociacao destes sais que sao liberados de forma controlada através da reducao de
pH ou por troca idnica, resultando em um gel de reticulagdo mais homogéneo
(PONCELET et al., 1995). Para a formacgéo de particulas de alginato por gelificacao
interna, um dos métodos empregados é a emulsificacdo em que sdo obtidas particulas
mais esféricas, porem com uma alta polidispersidade (Figura 2.2C) (PONCELET et al.,
1995; REIS et al., 2006).
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Figura 2.2: Processos de formagéo de particulas de alginato: A) estrutura quimica e uma
ligacdo de cation divalente ao acido gulurénico — bloco G; B) método de gelificagdo externa por
gotejamento e reticulagéo instantanea do alginato pelos ions de calcio na forma livre; C) método de
gelificacao interna por emulsificacao e o processo de acidificacao para liberagéo dos ions na forma
inativa para reticular o alginato — imagem adaptada de Manjanna et al. (2010).

Diante da formagdo de particulas polidispersas pelos metodos
convencionais, o desenvolvimento de técnicas que inovem o processo de producao de
particulas que garantam propriedades tais como tamanho e esfericidade uniformes se
faz necessario para area de imobilizagdo de biocatalisadores (RATHORE et al., 2013).
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Assim, a microfluidica pode ser empregada como tecnologia alternativa e promissora,
uma vez que permite a imobilizagao de células microbianas em particulas micrométricas
e monodispersas, bem como a avaliagdo do desempenho celular em sistema

microfluidico do tipo microbiorreator.

4 MICROFLUIDICA COMO ESTRATEGIA DE IMOBILIZACAO E CULTIVO DE
CELULAS

A tecnologia de microfluidica é composta por estruturas micrométricas por
onde escoam pequenos volumes (106 a 10-'8L) de amostras e reagentes que estdo em
regime laminar. Desta forma, os sistemas preveem uma reducdo de custo com
reagentes e garante um ambiente com maior controle de processos (MARRE &
JENSEN, 2010; WEIBEL & WHITESIDE, 2006).

A microfluidica € uma ferramenta altamente versatil e aplicavel em diferentes
areas, tornando esta tecnologia atraente para o campo cientifico e industrial. A
possibilidade de avaliar uma reagdo em escala micrométrica, simular microambiente
celular e até mesmo permitir a transposi¢cao de dados para escala laboratorial, tem
ampliado as perspectivas de estudos biol6gicos nestes sistemas, inclusive para estudos
em bioprocessos. Sendo assim, a microfluidica tem contribuido para pesquisas
biolégicas que envolvam comportamento celular, reacdes bioquimicas e produtividade
gue podem ser investigadas por diferentes técnicas de sistemas microfluidicos, como a
microfluidica de gotas e microbiorreatores.

4.1 Microfluidica de gotas

Dentre os tipos de sistemas microfluidicos, a microfluidica de gotas tem se
mostrado como uma importante estratégia no desenvolvimento de pesquisas
cientificas, inclusive com apelo industrial. Este tipo de sistema microfluidico promove a
compartimentalizacdo de reagentes usando a fase continua, como a oleosa, para
encapsular pequenos volumes de reagentes aquosos em goticulas micrométricas e
monodispersas (GUO et al., 2012). Desta forma, sao considerados sistemas altamente
promissores para 0 campo analitico, de processos quimicos, biologicos e
biotecnolégicos (KINTSES et al., 2010).
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Por estas razdes, a microfluidica de gotas tem sido amplamente empregada
como tecnologia de imobilizacao de diversos agentes bioldgicos. Diversos estudos tém
direcionado esta técnica para imobilizacao de proteinas (HUEBNER et al., 2007; JIANG
et al., 2005), enzimas (KRENKOVA; FORET, 2004), células animais (CLAUSELL-
TORMOS et al., 2008) e micro-organismos (MAZZITELLI et al., 2011). Além disso, a
microfluidica permite encapsular uma unica célula por gota e ampliar as formas de
investigacdes, bem como os metabdlitos que sao produzidos pelas células (EUN et al.,
2011; KOSTER et al., 2008) e a viabilidade celular (TAN; TAKEUCHI, 2007).

Esta diversidade de materiais bioldgicos que podem ser imobilizados
usando a microfluidica de gotas resultou na criagdo de diferentes geometrias de
microcanais para geracao de gotas. Tal fato se deve as propriedades destes agentes
biol6gicos, em que a sua viabilidade celular pode ser afetada conforme o tipo de
geracdo de gotas nos microcanais. As gotas podem ser formadas por estiramento
(Jetting), capilar ou corte transversal nos microcanais (TEH et al., 2008). As
caracteristicas da matriz de imobilizacdo também influenciam no processo de
imobilizacdo nos microcanais e, posteriormente, na manutengdo do material bioldgico.
Por isso, diversas configuragdes de microfluidica de gotas tém sido investigadas com o
intuito de se aperfeicoar o processo.

Na aplicagdo desta tecnologia de imobilizagdo para células animais e
microbianas, as principais geometrias de microcanais sao por focalizagao de fluxo, com
corte por estiramento (jetting), e por fluxo cruzado em T, em que a gota é quebrada num
corte na transversal (Figura 2.3 A;B). Em termos de matrizes, podem ser empregados
0s biopolimeros, como o alginato que tem se mostrado uma excelente opg¢ao devido a
sua biocompatibilidade e também pelas diferentes formas de gelificagdo que podem ser
empregadas nos microcanais. Diante disso, estratégias de configuragado e técnicas de
gelificagdo de alginato em microcanais tem sido explorada a fim de gerar
microparticulas uniformes e eficientes para imobilizagéo celular.

As técnicas de gelificagdo de alginato em microfluidica de gotas, tanto no
método externo quanto interno, sdo baseados no processo de emulsificacdo. Nos
estudos em microcanais, a gelificagdo externa usando o reticulante juntamente com o
alginato numa mesma gota é o processo menos favoravel, uma vez que a rapida
reticulagdo do gel pode obstruir os canais e impedir a formagcao de microparticulas
durante o processamento. Apesar disso, alguns trabalhos mostraram que é possivel
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utilizar este método de gelificacdo usando estratégias que limitam a difusdao do
reticulante. Para isso adotaram configuragdes de sistemas com uma corrente central
aquosa ou posterior gelificacdo, conforme apresentado nos estudos de CHOI et al.
(2007) e por MADRIGAL et al. (2016) (Figura 2.3 C;D). Outra forma de induzir a
gelificagdo externa em microfluidica é a formagéo de gotas contendo apenas a solugao
de alginato e a reticulacdo ser feita posteriormente, apés o processamento
microfluidico, com a coleta das gotas em um reservatério que ja contenha a solugao do
agente gelificante, assim como apresentado no trabalho de CHEN et al. (2013) (Figura
2.3 E).

Com relacao a producao de microparticulas de alginato usando a gelificagao
interna, a liberagao dos ions complexados gera um processo de reticulagdo mais lento,
sem afetar a geracao de gotas nos microcanais. No trabalho de Tan & Takeuchi (2007)
foi estudada a formag&o de microparticulas de alginato por gelificagcdo interna numa
configuragdo de juncao T. Neste estudo, foram usadas nanoparticulas de carbonato de
calcio (CaCO:s), sendo a liberacdo dos ions de Ca?* feita por reducdo de pH. A
gelificagédo interna também pode ser feita sem mudangas de pH, a qual pode afetar a
viabilidade celular (Figura 2.3 F). Nos trabalhos de Hati et al. (2016) e Bassett et al.
(2016) foi utilizado um sistema de focalizagdo de fluxo para producao de gotas e a
gelificacdo interna ocorreu devido a troca ibnica entre cations complexados com
quelantes, tais como EDTA e EDDA. Desta forma, a reticulagéao é feita de uma forma
lenta e gradual conforme ocorre a troca ibnica e consequentemente s&o formadas

microparticulas monodispersas (Figura 2.3 G).
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Figura 2.3: Principais geometrias de microcanais para geracdo de gotas: A) focalizacdo de
fluxo; B) fluxo cruzado com jungao em T. Estratégias por gelificacdo externa: C) gelificacdo externa
misturando as solugdes de alginato e CaClz diretamente numa mesma gota; D) adicdo de uma
segunda corrente continua contendo solugao de CaClz para gelificacdo apds a formagao das gotas
de alginato; E) formagéo de gotas de alginato em microcanais e posterior gotejamento em solugao
contendo CaClz. Estratégias por gelificacao interna: F) liberacdo de ions de calcio por reducao de
pH para reticulagao do alginato; G) gelificacao lenta por troca iénica de cations quelados com EDTA
e EDDA. Imagens adaptadas dos respectivos autores destes trabalhos.

As diferentes possibilidades de estratégias para gelificacéo de alginato para
imobilizacdo de células em microparticulas de alginato faz da microfluidica de gotas
uma tecnologia potencial que pode contribuir para os estudos de processos

by

biotecnolégicos. A razdo disso se deve tambéem a produgcdo de microparticulas
monodispersas, de formato esférico e com a possibilidade de controlar o tamanho da
particula, que nem sempre sdo faciimente obtidos pelos métodos convencionais (GUO
et al., 2012; KINTSES et al., 2010). E, por se tratarem de particulas micrométricas,
apresentam uma elevada area superficial por volume que facilita os processos de
transferéncia de massa e calor devido ao menor caminho difusional, se comparada as
particulas macrométricas (GUO et al., 2012; KINTSES et al., 2010; TEH et al., 2008).

As caracteristicas destas microparticulas poderiam ser empregadas em cultivos de
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células microbianas, numa nova estratégia para elevar a produtividade de
bioprocessos. No entanto, a baixa produtividade na producao das microparticulas nos
sistemas microfluidicos ainda é limitante para uma aplicagéo industrial.

Diante desta problematica, diversas pesquisas exploram por formas de
aumentar a produtividade em sistemas microfluidicos por meio da construcdo de
plataforma com multiplos médulos geradores de gotas em configuragéo paralelizada ou
por empilhamento de canais (HOLTZE, 2013; SUN et al., 2010). Estas plataformas sao
capazes de gerar um processo continuo de produgdo de gotas e/ou microparticulas,
porém trata-se de um desafio tecnolégico, uma vez a distribuicdo dos canais tem
fundamental importancia na criacdo destas plataformas microfluidicas (Figura 2.4)
(ROMANOWSKY; ABATE; WEITZ, 2013).

No trabalho de Tendulkar et al. (2006) a producao de microparticulas de
alginato para imobilizacao de células e proteinas foi obtida por um sistema microfluidico
em 3D com aumento de escala de produgcédo. Enquanto um sistema de geometrias em
paralelo foi demostrado por Nisisako; Torii (2008) e também por Romanowsky et al.
(2013), mostrando que é possivel empregar a microfluidica de gotas para producédo em
massa de particulas monodispersas (Figura 2.4 A). Estas plataformas podem ser
empregadas numa estratégia de empilhamento levando a uma alta produtividade de
particulas, como estudado por Han et al. (2017), viabilizando essa tecnologia em
aplicac¢des industriais (Figura 2.4 B).

B

Outputs

Han et al. (2017)

Romanowsky et al. (2013)

Figura 2.4: Sistema microfluidico de gotas amplificados por: A) paralelizacdo usando
geometria de focalizagdo com canais em Y e, B) paralelizacdo de sistemas e empilhamento de
moédulos contendo canais de focalizacdo de fluxo. Adaptadas dos respectivos autores destes
trabalhos.

Capitulo 2



28

Desta forma, embora haja poucos trabalhos direcionando a aplicagéo destas
microparticulas em bioprocessos, a microfluidica de gotas pode ser uma tecnologia
alternativa para imobilizagdo de biocatalisadores. Desta forma, estudos visando avaliar
o efeito da imobilizagdo de biocatalizadores e seu impacto na produtividade de
bioprodutos, torna-se uma oportunidade de avaliagdo de condi¢gbes que permitam a
elevacao da produtividade nos bioprocessos.

4.2 Microbiorreatores

Os sistemas microfluidicos podem ainda ser combinados com outras
tecnologias microfluidicas, permitindo além da imobilizagcao, a incubagao e investigagao
de respostas de células em microambientes. Os sistemas microfluidicos responsaveis
por oferecer condi¢cdes favoraveis para o crescimento celular sdo microbiorreatores,
que podem ter as mesmas caracteristicas de um biorreator convencional (EDLICH et
al., 2010). E, devido ao seu tamanho micrométrico, é possivel realizar analises em
tempo real e avaliar o comportamento biologico e a cinética das reagdes a partir de
sensores integrados (ZHANG et al., 2006), possibilitando a otimizacao de processos
com maior eficacia in vitro comparada as técnicas tradicionais (TIAN; FINEHOUT,
2008).

A versatilidade dos sistemas microbiorreatores permite avaliar tanto o cultivo
de células livres quanto imobilizadas. Assim, a configuracao e a complexidade destes
sistemas irdo depender do foco de cada pesquisa e das condigdes em que as células
se encontram, se livres ou imobilizadas. O estudo feito por Balagaddé et al. (2005)
mostra que é possivel monitorar o crescimento e comportamento de células livres, como
de Escherichia coli, por longo periodo de tempo. Da mesma forma, Schapper et al.
(2010) apresentou um microbiorreator circular composto por sensores de pH,
temperatura e oxigénio que permitiu determinar as condigbes Otimas de cultivo de
leveduras na sua forma livre. Enquanto que para o cultivo com células imobilizadas,
Abeille et al. (2014) projetou um sistema de perfusdo, mostrando que a estratégia de
imobilizag&o facilita o processo de manipulagéo de recuperacao do material imobilizado
(Figura 2.5).
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Figura 2.5: Microbiorreator para cultivo de células imobilizadas em modo de perfusdo que
permite determinar a cinética enzimatica: a) construgdo do microbiorreator contendo duas bases e
uma membrana porosa entre 0s canais; b) forma em que a membrana é colada entre as bases; c)
principio de operagao do microbiorreator, mantendo as células imobilizadas separadas da corrente
do meio de cultura. Adaptado de Abeille et al. (2014).

Os sistemas de microbiorreatores podem ser configurados também para
cultivar células imobilizadas usando a microfluidica de gotas, que gera gotas ou
particulas micrométricas. Tais microbiorreatores podem ser construidos com sistemas
de aprisionamento, em que gotas e microparticulas ficam fixadas numa determinada
regido do microbiorreator, tornando possivel acessar as células no interior das gotas.
Através deste tipo de microbiorreator as condicbes de crescimento e produgcédo de
metabdlitos podem ser monitoradas ao longo do tempo, tal como observado por
Huebner et al.(2009) em cultivo com células de E. coli em goticulas aquosas. Enquanto
que o trabalho de Kdéster et al. (2008) mostra que € possivel investigar também os
mecanismos de respostas a viabilidade de células animais na sua forma imobilizada.

Diante disso, os sistemas de microbiorreatores para cultivo com células
imobilizadas podem auxiliar no entendimento de mecanismos celulares no interior de
ambientes de confinamento, tal como em microparticulas. Além disso, podem indicar a

viabilidade de empregar o cultivo de células imobilizadas em sistemas de maior escala.
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Capitulo 3
PRODUCAO DE MICROPARTICULAS POR MICROFLUIDICA DE GOTAS

1 INTRODUCAO

A microfluidica € uma ferramenta versatil e uma de suas caracteristicas é a
capacidade de gerar gotas em microcanais, tendo como base o0 processo de emulsao
(GUO et al., 2012). A geracao de gotas em tamanhos micrométricos € monodispersas
tem tornado tal processo interessante para aplicagcoes de sintese de microparticulas e
imobilizacdo de diversos agentes biologicos (GUO et al., 2012; TEH et al., 2008). A
producao de microparticulas por microfluidica pode contribuir para areas de aplicagdes
biomédicas, farmacéuticas e biotecnologicas.

Apesar de se tratar de um processo aplicavel em diversas areas,
compreender as forgas envolvidas, as vazdes e a configuracdo dos microcanais que
induzem a quebra das gotas sdo importantes para se obter um sistema estavel. A
relagdo de forgas viscosas e tenséo interfacial com as geometrias dos microcanais e as
vazdes dos fluidos, podem levar a diferentes condigdes de formagédo de gotas na
microfluidica (BAROUD; GALLAIRE; DANGLA, 2010; WEHKING et al., 2014). Ainda,
as propriedades fisico-quimicas das solugbes também influenciam na geragdo de
gotas.

Além dos mecanismos de geragédo de gotas, para estudos de imobilizacao
celular em matrizes de alginato usando microfluidica deve-se considerar também o
processo de reticulagdo (UTECH et al., 2015). A geracao de microparticulas de alginato
homogéneas em microfluidica pode ser influenciada pela cinética de gelificacao
(BASSETT et al., 2016; HATI et al., 2016), a qual pode se dar de forma instantanea ou
lenta, dependendo se o cation estd na forma ativa ou inativa (DONATI; PAOLETTI,
2009). Este processo leva ao aumento de viscosidade das solugdes, que pode afetar a
formacao de gotas nos microcanais. Por isso, a importancia de se investigar a geragao
de microparticulas quando é utilizada uma tecnologia de microfluidica (BASSETT et al.,
2016).

Assim, o objetivo desta etapa do trabalho foi investigar a geracao de gotas
por microfluidica visando a produgdo de microparticulas de alginato. Para isso,
exploramos (i) a geracao de gotas em microcanais em fungao de diferentes geometrias
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de microcanais e composi¢ao de fase continua, bem como (ii) a influéncia do método
de gelificacdo de alginato na geragao de microparticulas. O emprego da técnica de
microfluidica pode levar a uma aplicacdo potencial para imobilizagdo em
microparticulas de alginato trazendo avangos para investigacdes em biotecnologia.

2 METODOLOGIA

2.1 Microfabricagdo de sistemas microfluidicos

Os sistemas microfluidicos foram construidos em vidro e poli dimetilsiloxano
(PDMS) usando a técnica de litografia macia (DUFFY; MCDONALD, 1998). Para a
fabricagdo dos sistemas microfluidicos, primeiramente foi construido um molde
negativo contendo as estruturas dos microcanais em alto relevo. Para o molde negativo
foi usado um fotorresiste SU-8 3050 (MicroChem Corp, EUA), o qual foi espalhado
sobre uma lamina de silicio (University Wafers, EUA) usando um spinner. O fotorresiste
na lamina de silicio foi curado e sobre ele, foi colocada uma mascara de fotolito
contendo os desenhos dos microcanais, sendo expostos em luz UV (250 mJ cm2, 365
nm) para marcagao dos canais no fotorresiste. Apds uma nova cura, 0s microcanais
foram revelados no molde negativo usando um revelador Baker BTS 220 (JT Baker,
EUA).

Tendo obtido o molde negativo, a transferéncia da estrutura dos microcanais
em baixo relevo no PDMS foi formada usando o kit de elastdmero de silicone Sylgard®
184 (Dow Corning, EUA). A mistura de PDMS foi vertida sobre o molde negativo,
degaseificado e entdo submetido a um processo de cura (6h a 65°C). Depois disso, 0
PDMS curado foi removido do molde negativo e as entradas foram feitas usando um
punch (instrumento manual de biépsia) com 1,2 mm de diametro (UniCore, EUA).

Apos a higienizagéo, as bases de vidro e PDMS foram tratados com plasma
de oxigénio (10 s a 25 W) (PlasmaPrep 2; GalLa Instrumente GmbH) e os microcanais
foram selados de forma irreversivel entre o vidro e o PDMS.

Apds a selagem dos dispositivos, 0os microcanais microfluidicos foram
previamente tratados com Aquapel (Pittsburgh Glass Works, EUA) para tornar a
superficie mais hidrofébica e aumentar a molhabilidade da fase oleosa.
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2.2 Configuragéo de sistemas microfluidicos de gotas

Os sistemas microfluidicos para geragéo de gotas foram projetados em dois
tipos de geometrias: em focalizagao de fluxo e por fluxo cruzado numa configuragéo de
juncao em T (Figura 3.1). A estrutura do sistema de focalizacdo de fluxo foi composta
por canais simples (Figura 3.1 A), enquanto que a geometria com juncdo em T foi
estudada numa versao de canais simples com serpentina (Figura 3.1 B) e com canais
estruturados com filtros e resistores de fluidos (Figura 3.1 C).
A

Focalizagao de fluxo

Fase dispersa

Fase continua

C
Fluxo cruzado em jungdo T com canais estruturados
Fluxo cruzado em jungdo T com canais simples Fase dispersa
Fase dispersa Filtros de

—~ () —~ fluidos

( Y N/ |

\,_, -

Q‘»\ S Resistores
: N\ 7 i
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( \}7' S S ~ ~ o I ’

. Fase continua

Fase continua
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Figura 3.1: Configuracao dos sistemas microfluidicos para formacéo de gotas: A) sistema por
focalizacao de fluxo com canais simples, B) geometria de fluxo cruzado em juncdo em T de canais
simples tendo uma serpentina como misturador e, C) sistema de fluxo cruzado em juncao T com
canais estruturados com filtros nas entradas e resistores de fluidos antes da quebra das gotas nos
canais para estabilizacao do fluxo de solugoes.

Os dispositivos microfluidicos apresentados foram construidos em base de
vidro e os microcanais em PDMS usando a técnica de litografia macia. Tanto para as
configuragcdes com canais simples como estruturados, os microcanais foram produzidos
com uma profundidade de 50 um. Porém, por apresentarem formas de quebras de
gotas diferentes em funcdo da prépria configuragdo, os microcanais foram projetados
com larguras diferentes entre eles a fim de facilitar a formacéo das gotas.

O sistema microfluidico com geometria de focalizacao de fluxo foi formado
com uma entrada central para a fase dispersa (com largura de 150 um) e duas entradas
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laterais para a fase continua (75 ym), tendo assim um formato de cruz (Figura 3.1 A).
Ja a primeira configuragao do sistema em jungado T composta por trés entradas para a
fase dispersa (50 um) e uma entrada na perpendicular para fase continua, promovendo
o corte da gota na transversal (largura de 150 um ao longo de toda a estrutura). Esta
geometria foi ainda composta por um sistema de microcanais em serpentina com
objetivo de misturar as solugdes presentes dentro da gota (Figura 3.1 B). Para o modelo
de sistema juncao T com canais estruturados foi projetado um modelo com uma entrada
para a fase continua e apenas duas para fase dispersa (Figura 3.1 C). Tal geometria
foi composta por microestruturas desenhadas para filtrar as solugdes e por canais em
forma de resistores fluidicos para estabilizar o fluxo dentro dos microcanais. Nesta
configuragdo, os canais de fase continua tiveram uma largura de 30 um até a quebra
de gotas e depois um aumento gradual da largura para 120 ym a fim de gerar gotas
arredondadas dentro dos microcanais. Os canais utilizados para alimentar a fase
dispersa foram construidos com uma largura de 30 ym até a jungdo T e, entdo

estreitado para 20 ym para facilitar a formagao das gotas.

2.3 Processo de formacédo de gotas em microcanais microfluidicos

2.3.1 Efeito da fase continua na geracao de gotas

O efeito da quebra e o formato das gotas em microcanais foram avaliados
em fungdo do tipo de 6leo empregado na fase continua usando os sistemas em jungao
T com canais simples e estruturados (Figura 3.1 B;C). Neste estudo, foi investigado o
uso de 6leo de milho com poliglicerol polirricinoleato, PGPR (GRINDSTED®, Danisco,
Brasil) a 4% (m/m) e 6leo fluorocarbonado, HFE 7500 (3M, EUA) com 1% (v/v) de 008-
fluorosurfactante (Ran Biotechnologies, EUA) como fase continua. O emprego do 6leo
fluorocarbonado para formagao de gotas em microcanais foi baseado nos estudos do
grupo Experimental Soft Condensed Matter Group, Harvard, EUA (HOLTZE et al., 2008;
MAZUTIS et al., 2013).

Para investigar o processo de formacéao de gotas usando estes dois tipos de
6leos, foi usado como fase dispersa apenas agua ultra-pura. A capacidade da fase
continua em romper a fase dispersa em gotas foi avaliada em fungdo do tipo de
geometria e da razado (R) entre as taxas de fluxo das fases dispersa (Qp) e continua
(Qc). Para isso foram exploradas faixas de vazoes entre 0,4 e 1,5 uL min"' para Qp e
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entre 1 e 10 L min' para Qc. A formagdo das gotas foi observada usando um
microscépio invertido (Nikon TU9, EUA) associado a uma camera rapida HiSpec 5
(Fastec, EUA).

O regime de formagao de gotas nestas condicdes foi explorado também
quanto ao numero de Capilar (Ca), que indica competicao entre as forgcas viscosas
(dado pelas propriedades de velocidade U e viscosidade u da fase continua) e tensao
interfacial entre as fases continua e dispersa (y), onde:

Ca = % Equacgéo 3.1

As propriedades reoldgicas das solugdes das fases dispersa e continua
foram determinadas no Laboratério de Engenharia de Processos (FEA-Unicamp). A
viscosidade (u) foi determinada a 25 °C usando rebmetro modular compacto Physica
MCR301 (Anton Paar, Austria) e a medida de tensao interfacial (y) foi realizada em um
tensidmetro de gota pendente Traker-S (Teclis, Franca). A densidade foi medida

usando um picndmetro, a uma temperatura de 25 °C, tendo a agua como referencial.

2.4 Processo de gelificacdo de microparticulas de alginato em microcanais

A formacao de microparticulas de alginato por microfluidica foi investigada
pelos métodos de gelificagdo externa e interna, uma vez que a cinética de gelificagéo
pode influenciar na formacdo de gotas em sistemas microfluidicos e,

consequentemente, na estrutura de microparticulas de alginato (UTECH et al., 2015).

2.4.1 Método de gelificacao externa do alginato

O processo de gelificagdo de alginato através do método de gelificacao
externa foi estudado nos sistemas com geometrias de focalizagao de fluxo e em juncao
T (canais simples), sendo usado como fase dispersa solugdes de alginato de sédio a
2% (m/v) (Sigma-Aldrich, EUA) (tendo uma viscosidade de 9,90 + 0,09 mPa s e
densidade de 1,02 g cm) e solucao de cloreto de calcio a 30 mM, ambos com pH 6,0
(Sigma-Aldrich, EUA).

No dispositivo de focalizacdo de fluxo, as gotas formadas apenas com
solucao alginato e a emulsao foi gotejada em reservatorio contendo solucao de cloreto
de célcio 30 mM com e sem agitacao feita por Ultra-Turrax® Tube Drive (IKA,
Germany), numa rotacdo de 100 rpm (Figura 3.2 A). Ja no sistema em juncédo T, as
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gotas foram formadas por solugdes de alginato, agua ultra-pura e solugéo de cloreto de
céalcio 30 mM. Neste dispositivo, a emulséo foi formada usando 6leo de milho com
PGPR 4% (m/m) e com éleo HFE 7500 com fluorosurfactante 1% (v/v) (Figura 3.2 B).

Figura 3.2: Geracao de microparticulas de alginato por gelificagdo externa: A) sistema de
focalizacao de fluxo para formacgéo de gotas de alginato com gelificacao em reservatério de CaClz,
B) geometria de fluxo cruzado com juncdo em T de canais simples tendo a gelificacao feita pela
mistura de alginato e solugdo de CaClz dentro da gota.

2.4.2 Gelificacao interna

Os estudos de producdo de microparticulas de alginato via gelificagéo
interna foram baseados no método de CLEX do inglés complex ligand exchange
crosslinking ion (traducéo livre: reticulagdo por troca idnica de complexos ligantes), o
qual foi descrito recentemente por Bassett et al. (2016) e Hati et al. (2016). Neste
método, o processo de gelificagdo do alginato ocorre pela reacao entre solucbes de
alginato contendo cétions divalentes complexados com o0s quelantes: &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e acido etilenodiamina-N, N-diacético (EDDA).

Neste estudo, para a formagao de microparticulas de alginato foi usada uma
concentracao inicial de alginato de sédio a 2% (m/v), sendo dissolvida em tampao de
acido 3-morfolinopropano-1-sulfénico (MOPS) em 40 mM. Para compor a solugao que
promove a gelificacao foram usadas concentragdes iniciais de 84 mM de CaCl,, 84mM
de EDTA e 40mM de MOPS (solugédo 1: Ca-EDTA-MOPS a 84-84-40mM). Enquanto
que a solucao que induz a troca iénica foi preparada com ZnCsHsO4 (acetato de zinco),
EDDA e MOPS (solugéo 2: Zn-EDDA-MOPS a 84-84-40mM), sendo todas as solugbes
com o pH ajustado para 6,7 usando KOH 1M. A mistura destas solu¢des resultou numa
concentracao final de alginato de 1,2% (m/v) e 30 mM de Ca?*.

Para a formacgao das gotas de alginato nos microcanais foi usado como fase
continua, 6leo HFE 7500 com fluorosurfactante a 1% (v/v) (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Producao de microparticulas de alginato usando gelificagao interna pelo método
CLEX usando solugao de alginato com Ca-EDTA-MOPS e outra composta por alginato e Zn-EDDA-
MOPS. Para formar as gotas foi usado éleo HFE 7500 com fluorosurfactante.

2.4.3 Processo de separacao das microparticulas de alginato

As microparticulas de alginato produzidas usando 6leo HFE 7500 tanto pelo
método de gelificagdo externo quanto interno foram separadas da emulsdo usando um
demulsificante, perfluorooctanol (PFO) (Alfa Aesar, EUA).

A emulsao formada por 6leo HFE e as microparticulas de alginato foram
coletadas em tubo eppendorf e para cada 100 pL de emulséo, 200 pL de agua ultra-
pura a fim de evitar a agregacao das microparticulas entre si. O demulsificante PFO a
20% (v/v) foi adicionado e homogeneizado vagarosamente e, apds 10 min em repouso,
houve a separacédo completa da emulséo.

Para recuperar as microparticulas de alginato, esta solugcao contendo 6leo
HFE e microparticulas de alginato foi centrifugada a 3000 rpm por 1 min e o pellet foi
ressuspendido usando solugao tampao MOPS (40 mM, pH 6,7). Tal procedimento foi
realizado trés vezes para remocao do 6leo bem como os residuos gerados na reagao
de troca ibnica pelo método CLEX. Para identificar se houve a gelificagao do alginato e
o formato das microparticulas, foi utilizado um microscépio confocal usando luz
transmitida (Leica TCS SP5, EUA).
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2.5 Analise de didmetro de gotas e microparticulas de alginato

O didmetro das gotas e microparticulas de alginato produzidas pela
microfluidica de gotas foi analisado usando o software Imaged (NHI, EUA), com a
funcdo Analyze Particles. O diametro médio das particulas foi analisado usando N =
250 e o coeficiente de variagao (CV), em porcentagem, foi dado pela razdo entre o
desvio padrao médio pela média das amostras.

A distribuicao de tamanhos das gotas ou microparticulas foi avaliada por
meio do coeficiente de variacdo (CV), em que num valor menor do que 5% sao
consideradas monodispersas (XU et al., 2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo da formagé&o de gotas em microcanais microfluidicos

3.1.1 Efeito da fase continua na formagao de gotas

Na geragdo de gotas em microfluidica, o 6leo de milho apresenta como
vantagens uma compatibilidade com diferentes tensoativos e custo acessivel
(NISISAKO; OKUSHIMA; TORII, 2005; TAN; TAKEUCHI, 2007). Embora tenha um
custo mais elevado do que o 6leo de milho, o éleo fluorocarbonado HFE 7500 tem sido
amplamente utilizado como fase continua devido a suas propriedades que sao
compativeis com aplicagdes bioldgicas, como possibilidade de ocorrer troca gasosa e
facilidade de separacao da emulsao (AKARTUNA et al., 2015; HOLTZE et al., 2008;
ROMANOWSKY; ABATE; WEITZ, 2013).

Na microfluidica, as caracteristicas do 6leo que compde a fase continua sao
relevantes na formagdo de emulsdo, uma vez que podem influenciar na forma e
estabilidade das gotas (CHRISTOPHER; ANNA, 2007; TEH et al., 2008). Assim, a
geragao de gotas em microcanais foi avaliada usando éleo de milho com o tensoativo
poliglicerol polirricinoleato (PGPR) a 4% (m/m) e 6leo fluorocarbonado (HFE 7500) com
fluorosurfactante a 1% (v/v). Estes éleos foram caracterizados quanto as propriedades
de densidade, viscosidade e tensao interfacial, considerando a agua como fase
dispersa de uma emulsao (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Caracteristicas dos 6leos de milho e HFE 7500: A) estrutura quimica dos 6leos de
milho e HFE 7500, B) densidade; C) viscosidade; D) tenséao interfacial do éleo com a 4gua ultra-pura.
As propriedades fisico-quimicas foram analisadas numa temperatura de 25°C, realizadas em
triplicatas.

A Figura 3.4 mostra a diferenca entre as propriedades fisico-quimicas do
6leo de milho e HFE (Figura 3.4 A-C) e a relagédo deles com a fase dispersa (Figura 3.4
D). Neste estudo, notamos que o 6leo de milho é menos denso, porém é mais viscoso
do que o 6leo HFE 7500 (Figura 3.4 B;C). Além disso, o 6leo HFE 7500 apresentou
ainda uma tensao interfacial inicial foi menor do que o 6leo de milho o que pode facilitar
no processo de quebra de gotas (Figura 3.4 D).

Entre estas propriedades, a viscosidade e a tensao interfacial possuem um
papel importante na quebra de gotas nos microcanais. A viscosidade da fase continua
esta relacionada a tens&o de cisalhamento que o fluido exerce sobre a fase dispersa.
Enquanto que a tensao interfacial atua sob o processo de quebra de gotas nos

microcanais, sendo que valores menores tende a facilitar a quebra de gotas. Assim, o
efeito da tens&o interfacial (y) e a razdo entre as viscosidades da fase dispersa e

continua (A = Yu,/u.) foram avaliadas no processo de geracdo de gotas, como
mostra a Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Propriedades do 6leo de milho e HFE como fase continua no processo de geracao
de *gotas em microcanais.

Propriedades fisico-quimicas Oleo de milho Oleo HFE com

com PGPR fluorosurfactante
Razao entre viscosidades (4) 0,014 0,66
Tens&o interfacial (MmN m™) 3,44 + 0,04 3,13 +0,05

*Para a fase dispersa (gotas) foi usado agua ultra-pura, tendo uma viscosidade de pa = 0,819 mPa s.

Como pode ser observado na tabela, o 6leo HFE apresentou uma maior
razao de viscosidades e uma menor tensao interfacial quando comparado ao 6leo de
milho. O efeito destas propriedades foi observado no processo de geragdo de gotas
usando a geometria de fluxo cruzado com jungdo em T de canais simples, empregando

o 6leo de milho e 6leo HFE na fase continua, conforme apresentado na Figura 3.5.

Jal

Figura 3.5: Forma de quebra das gotas usando microfluidica em microcanais em jungao T
com serpentina: A) formato de gotas nao uniformes geradas com 6leo de milho com PGPR 4% (m/m)
como fase continua e, B) formato das gotas uniformes produzidas com 6leo HFE 7500 com
fluorosurfactante 1% (v/v) como fase continua. Nas correntes das fases dispersas foram utilizadas
apenas agua ultra-pura.

Este estudo mostra a influéncia que as propriedades fisico-quimicas dos
6leos de milho e HFE exercem sobre a formacao de gotas nos microcanais. As gotas
no sistema usando 6leo de milho com PGPR 4% (m/m) tiveram um formato nao
uniforme e nota-se que as gotas aderiram a um lado da parede do microcanal (Figura
3.5 A). Por outro lado, as gotas produzidas com o éleo HFE 7500 tem um perfil
arredondado e uniforme (Figura 3.5 B).

Na formacao de gotas nos microcanais, a viscosidade e a tensao interfacial
das solugdes da fase dispersa e continua tém um efeito direto na forma em que estas
gotas sao geradas. Num sistema em que a viscosidade da fase continua &€ muito maior
gue da fase dispersa, a presséao interna do sistema aumenta e interfere no tamanho das
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gotas (NIE et al., 2008; WEHKING et al., 2014). Tal fato pode ser observado no sistema
com 6leo de milho, em que a alta viscosidade deste éleo (69,73 + 0,70 mPa s)
comparada ao 6leo HFE 7500 (1,35 = 0,06 mPa s), pode ter afetado a pressao interna
das gotas, as quais foram compostas por apenas agua (0,891 mPa s), sendo necessaria
uma alta tensédo para romper as gotas e assim, formando gotas deformadas.

A tensao interfacial € outro fator relevante no processo de geragéo de gotas,
sendo que a redugao da tensao interfacial entre a fase continua e dispersa pela adi¢cao
de tensoativos facilita o processo de quebra de gotas nos microcanais e impede a
coalescéncia entre as gotas, garantindo também a estabilidade da emulsdo (BARET,
2012; MCCLEMENTS, 2007). Assim, as propriedades de menor viscosidade e tensao
interfacial do 6leo HFE em relacao ao 6leo de milho o tornou mais eficiente no processo
de geracao de gotas em microcanais, uma vez que gerou gotas mais uniformes e num

processo estavel.

3.1.2 Influéncia das geometrias e condicdes de escoamento para o regime de
formacao de gotas

Na microfluidica, as caracteristicas da geometria e as vazdes usadas nos
sistemas microfluidicos também influenciam no processo de geracao de gotas. Assim,
deve ser considerada a razdo entre as larguras de microcanais (x = Yw,;/w,), sendo
wy a largura do canal da fase dispersa e w, da fase continua; a relacdo de vazdes da
fase dispersa (Q;) e continua (Q.) (R = YQ,/Q.) e a velocidades dos fluidos (v =
Q/Area) em que a vazao da fase correspondente (Q) esta relacionado a area dos
microcanais. Estas propriedades nas geometrias estudadas foram determinadas em

funcao da fase dispersa e continua, como mostra a Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Caracteristicas das geometrias dos sistemas de focalizacdo de fluxo e fluxo
cruzado em jungdo T com canais simples e estruturados.
Caracteristicas das geometrias Focalizacdo de Fluxo cruzado em juncao T

fluxo Canais Canais
Simples Estruturados
Razao de largura dos canais (x) 2 1 0,66
*Razéao entre vazdes (R) 0,10 0,30 0,20
*Velocidades dos fluidos (m/s)
Fase dispersa (vy) 0,0004 0,0004 0,020
Fase continua (v,) 0,0151 0,0040 0,094

*Considerando vazdes de Oc = 4 e Od = 0,4 uL.min"! para todas as geometrias estudadas.
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Analisando as relacbes destas propriedades, nota-se que o tipo de
geometria e a largura dos microcanais resultaram em diferentes razées de vazdes e
velocidades de fluidos para cada sistema. Como as velocidades levam em
consideracao a largura dos microcanais, esta propriedade pode ter um efeito ainda mais
relevante do que a razédo entre vazdes. Entre as geometrias, a configuragédo de fluxo
cruzado em juncdo T com canais estruturados apresentou uma menor razdo de largura
dos canais e por isso teve uma maior velocidade dos fluidos. Esta diferenca de
velocidades, juntamente com as propriedades dos fluidos como viscosidade e tenséo
interfacial, pode facilitar a formacao de gotas nos microcanais.

As varigveis associadas as propriedades dos fluidos e da geometria dos
microcanais apontam como as forgas viscosas e interfaciais atuam no corte das gotas.
A competicao destas forcas é determinada pelo niumero de Capilar (Ca), que indica as
condicdes em que gotas sdo geradas nos microcanais (BAROUD; GALLAIRE;
DANGLA, 2010). A relacao entre estas forcas indica quatro regimes de formacao de
gotas: (A) um perfil em que ndo se observa a formacédo de gotas; (B) regime de
squeezing, que sao gotas alongadas que ocupam toda a largura do canal; (C) de
dripping que formam gotas pequenas e esféricas e; (D) jateamento (jetting), em que ha
a formacao de um fio alongado que produz gotas maiores e irregulares (BAROUD;
GALLAIRE; DANGLA, 2010; DE MENECH et al., 2008). Os perfis dos regimes de
formagdo de gotas, usando diferentes velocidades da fase continua, estao
apresentados na Figura 3.6.

Figura 3.6: Regimes de formacao de gotas: A) auséncia de formacao de gotas; B) squeezing;
C) dripping; D) jateamento (jetting).

Com base nestas condigcdes, a dindmica de geracéo de gotas foi estudada
nas geometrias de focalizagcao de fluxo e por fluxo cruzados com jungcédo T em canais
simples e estruturados. Para isso foi usada na fase dispersa, agua ultra-pura e como
fase continua, o 6leo de milho. O regime de formacéo de gotas nos trés sistemas foi
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investigado em fungéo da razdo entre vazdes e o numero de Capilar, como mostrado

na Figura 3.7.
A 5 Focalizaco de fluxo B 5 Juncdo T com canais simples C 48] Jungdo T de canais estruturados
54 54 = j
0 4,04 04,04 @ 4,04 & &
] 13 £ R
2351 2354 v 2 351
]
830] 830! - 30 o I -
" ) »
8 o %25
5257 8251 n LA
2204 « . 2204 . 2204 o o
£ = . a g
o154 ¢ . o151 = . N o 157 ¥ . .
<] . . 1] A A A A ] o o
@ 1.0 . A @ 1,04 A A A @ 1,04 . . .
(14 A A A : R o B v v [+ 4 A A A e P
a
051 - : : 051 ’ . - 051 e R $ i
0.0 T r T v - 0.0 T T T T T 00 T T T T T T
0.02 003 0,04 0,05 0,06 0,02 003 0,04 0.05 0,06 04 08 08 10 12 14
Numero de Capilar (Ca) Numero de Capilar (Ca) Numero de Capilar (Ca)

» Ausénciadegotas ¢ Squeezing A Dripping v Jateamento

Figura 3.7: Formagao de gotas em fungdo da razdo de taxas de fluxo (R = YQo/Qc) e do
nimero de Capilar (Ca) em: a) focalizagado de fluxo com canais simples em formato de cruz; b)
sistema fluxo cruzado com jungdo em T, formado por canais simples; ¢) sistema com geometria em
jungdo T com canais estruturados. Na fase continua foi usado 6éleo de milho contendo PGPR a 4%
(m/m) (u = 69,73 mPa.s) e na dispersa, agua ultra-pura (u = 0,891 mPa.s).

Na Figura 3.7, nota-se que a formagao de gotas se iniciou quando a vazao
da fase continua superou a dispersa Qc > Qp, sendo geradas gotas de tamanhos
maiores e instaveis (squeezing). A medida que houve o aumento da vazdo da fase
continua, o sistema gerou gotas estaveis (dripping) até que se desestabilizou e as gotas
foram formadas por jateamento. Além disso, numa condigéo de Qc > Qp ou Qp > Qc
nao ocorre o0 processo de quebra de gotas.

As geometrias de focalizacao de fluxo e de fluxo cruzado em juncdo T com
canais simples apresentaram a mesma regiao de formacgao de gotas, tendo um numero
de Capilar (Ca) entre 0,019 e 0,057. Ao comparar a relagao de vazdes necessarias para
gerar gotas estaveis (dripping), nota-se que na geometria de focalizagdo de fluxo as
gotas foram formadas numa razao entre 0,6 e 1; enquanto que no sistema de fluxo
cruzado esta relagéo foi de 0,9 a 1,8. Isso mostra que para gerar gotas estaveis no
sistema de fluxo cruzado foi necessaria uma vazao 1,5 vezes maior do que no sistema
de focalizagao de fluxo.

Este comportamento pode estar relacionado as formas em que a tenséo de
cisalhamento é aplicada sobre fase dispersa para quebrar as gotas, que é dado pelo
tipo de geometria. Na focaliza¢do de fluxo, os microcanais séo configurados em formato
de cruz e as gotas sdo rompidas por estiramento provocado pela compressao
hidrodindmica das correntes da fase continua (CHRISTOPHER; ANNA, 2007).

Capitulo 3



46

Enquanto que na geometria de fluxo cruzado em juncéo T, as gotas sdo geradas por
uma tensao de cisalhamento que é aplicada na perpendicular a fase dispersa gerando
a quebra das gotas (CHRISTOPHER; ANNA, 2007). Diante disso, pode-se considerar
que é necessaria uma menor tensao de cisalhamento no sistema de focalizagcéo e,
neste estudo, pode ser atribuido também a menor largura dos canais da fase continua
que resultou numa maior velocidade dos fluidos.

Por outro lado, ao comparar a formacao de gotas entre as duas geometrias
de fluxo cruzado em juncdo T (com canais simples e estruturados), nota-se que a regiao
de formacgao de gotas é diferente, sendo que para o sistema de canais simples o numero
de Capilar foi de 0,019 < Ca < 0,057 e no de canais estruturados foi de 0,5 < Ca < 1,43.
Neste caso, a velocidade da fase continua foi que influenciou no aumento do nimero
de Capilar para o sistema de jungdo T com canais estruturados. Além disso, para gerar
gotas estaveis (dripping) foi necessaria uma razdo de vazées menor para este sistema,
sendo de 0,3 < R < 0,8, enquanto na geometria de canais simples foi observado este
regimeem 0,9 <R < 1,8.

Desta forma, a vazao aplicada para a formacao de gotas na geometria de
fluxo cruzado com canais estruturados € menor do que no sistema com canais simples.
Isso se deve principalmente pela razdo de largura dos canais que levam a velocidades
diferentes nos sistemas. Além disso, o sistema de fluxo cruzado com canais
estruturados apresentou uma maior regiao em que ha quebra de gotas, mostrando ser
mais eficiente para geragado de gotas do que a geometria de canais simples.

Além da geometria, as propriedades dos fluidos das fases dispersa e continua
também influenciam na velocidade das solugdes e na quebra de gotas. A tensao
interfacial e a viscosidade da fase continua sado os principais fatores fisico-quimicos
envolvidos na dinamica de formacao de gotas (BAROUD; GALLAIRE; DANGLA, 2010;
CHRISTOPHER; ANNA, 2007). Diante disso, a formacao de gotas usando a geometria
de fluxo cruzado em juncdo T com canais estruturados foi avaliada usando o 6leo HFE
7500 com fluorosurfactante 1% (v/v), o qual apresenta menores valores de viscosidade
e tensao interfacial do que o éleo de milho. Assim, o regime de formagao de gotas foi
avaliado também nesta condi¢do, como mostra a Figura 3.8.
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Figura 3.8: Regime de formacédo de gotas em sistema microfluidico do tipo jungdo T com
canais estruturados usando éleo HFE 7500 com fluorosurfactante 1% (v/v) na fase continua: A)
regime de formacao de gotas; B) processo de quebra de gotas nos microcanais e gotas na emulsao
numa vazao de Qc = 2,5 pL.min"' e Q4= 0,4 pL.min"'. As barras de escala sdo de 100 pm.

Desta forma, a geometria de fluxo cruzado em jungdo em T com canais
estruturados que possui uma menor razao entre 0s canais e microestruturas que
estabilizam o fluxo, apresentou um perfil de geracao de gotas mais estavel. No estudo
usando éleo HFE 7500, a regidao de formagédo de gotas estaveis compreende um Ca
entre 0,01 e 0,03, sendo geradas gotas com diametro médio de 42 £ 1,01 um com baixa
polidispersidade, indicado por um CV = 2,41%, como mostra a Figura 3.9.

] 4 -] 43 44 48
Didmetro médio de gotas (um)

Figura 3.9: Gotas formadas em regime de dripping, as quais foram produzidas pelo sistema
de fluxo cruzado com jungdo em T em canais estruturados usando vazdes de Qc = 2,5 uL. min-'e
Qd = 0,4 uL. min-': A) amostra das gotas distribuidas na fase oleosa; B) distribuicdo de tamanhos
das gotas produzidas nestas condigbes de vazdes. A barra de escala é equivalente a 100 um.
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3.2 Avaliagdo da emulséo e separacéo de fases

O processo de separagao destas particulas da fase oleosa também é uma
etapa importante do processo, ja que o objetivo deste trabalho consiste em produzir
microparticulas de alginato para imobilizar células microbianas. Diante disso, o0 método
de separagcdo de emulsdo nao pode ser agressivo as particulas e nem ao material
bioldgico.

Para a emulsdo formada por éleo de milho e o tensoativo PGPR, foram
testadas etapas de filtragdo e centrifugacdo, porém nao foi possivel identificar
claramente o alginato gelificado na forma de microparticulas apds a quebra da emulséo.
Neste caso, foi observada a formagdo de um agregado de alginato gelificado que foi
causado provavelmente pela coalescéncia de gotas.

Por outro lado, a emulséo formada por 6leo HFE com fluorosurfactante foi
facilmente quebrada pela adicdo de um demulsificante, perfluorooctanol (PFO) 20%
(v/v), que de acordo com Mazutis et al. (2013), ndo afeta o material imobilizado. Desta
forma, as microparticulas de alginato foram separadas da emulsao de 6leo HFE e, para
preservar a integridade destas microparticulas, estas foram mantidas em agua estéril,

como mostra a Figura 3.10.

Figura 3.10: Microparticulas de alginato em solu¢do aquosa apds a separagado da emulsédo
por adicdo de PFO. Estas microparticulas foram produzidas por gelificacdo externa em canais de
juncéo T estruturados tendo 6leo HFE como fase continua.

Portanto, a partir destes estudos das propriedades dos 6leos na formacao
de emulsbes, com o respectivo processo de separacao de fase apresentada na Figura
3.10, a utilizacao do éleo HFE com fluorosurfactante 1% (v/v) como fase continua
mostrou-se adequada para produgao de microparticulas de alginato. Sendo assim, este
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6leo foi empregado para as investigagdes subsequentes deste projeto de pesquisa que

visa encapsular células microbianas em microparticulas de alginato.

3.3 Avaliacdo do método de gelificagcdo das microparticulas de alginato

Em microcanais microfluidicos, o método de gelificacdo de alginato tem um
papel importante para producéo de microparticulas em microfluidica, uma vez que pode
afetar a formacdo destas microparticulas em microcanais (HATI et al., 2016; HIRAMA
et al., 2013). Diante disso, a geracao de microparticulas de gotas foi investigada usando
métodos de gelificagcdo externa e interna. O método de gelificacdo externa ocorre
quando um ion ativo, tal como uma solugéo de CaCly, se liga de forma instantanea ao
grupo carboxilico do alginato. Neste caso, os ions de calcio difundem-se para o interior
da matriz polimérica até atingir a completa gelificacao do alginato (CHAN; LEE; HENG,
2006; DONATI; PAOLETTI, 2009). Desta forma, a gelificacao € direta e rapida, gerando
particulas com uma reticulagdo menos uniforme. A forma de produgéo de particulas de
alginato por este método, em geral, é feito por gotejamento de uma solucéo de alginato
em um reservatério com solucao de CaClz.. Em microfluidica, o processo de formagao
das gotas de alginato ocorre por emulsificacdo. Para a formagao de microparticulas de
alginato por gelificacao externa, a reticulacao pode ocorrer apos a formacao das gotas
sendo despejadas num reservatério contendo solucao gelificante (MAZZITELLI et al.,
2011) ou as solugdes de alginato e reticulante podem ser misturadas numa mesma
gota, sendo assim a gelificacdo ocorre dentro da propria gota (CHOI et al., 2007;
MAZUTIS; VASILIAUSKAS; WEITZ, 2015).

Por outro lado, a reticulagédo do alginato pelo método interno é causada pela
liberacao de um ion inativo, por exemplo CaCOs ou Ca-EDTA, que se associa de forma
mais lenta a estrutura do alginato. O alginato e uma solugéo ibnica inativa (Ca-EDTA)
sdo misturados e o cation divalente pode ser liberado por redugéo de pH (MADRIGAL
et al., 2016; UTECH et al., 2015) ou por troca ibnica de um complexo ligante (CLEX).
Esta ultima é uma estratégia recente empregada para controlar a rea¢ao de gelificagao
de alginato em microfluidica de gotas (BASSETT et al., 2016; HATI et al., 2016). Desta
forma, a cinética de gelificacdo pelo método interno é mais lenta do que o método
externo e depende da forma com que o calcio é liberado para a matriz polimérica
(DONATI; PAOLETTI, 2009).
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3.3.1 Comparacado de geracdo de microparticulas pelos métodos de gelificagcao
externa e interna usando microfluidica

Nos estudos com gelificagdo externa, que é usado ions de célcio na forma
livre, foram avaliados os sistemas microfluidicos de focalizagao de fluxo com posterior
gelificagdo em reservatorio (Figura 3.11 A) e jungcdo em T com canais simples, sendo a
gelificacdo feita na prépria gota gerada pela microfluidica (Figura 3.11 B). Ja nas
investigacdes usando gelificagdo interna, foi utilizada a geometria de microcanais em
juncdo T com canais estruturados para formacao de microparticulas de alginato pelo
método CLEX, usando solucdes de alginato com Ca-EDTA e Zn-EDDA para compor as
gotas (Figura 3.11 C). Assim, a geragao de microparticulas de alginato foi avaliada em
funcdo dos métodos de gelificacdo externo e interno, sendo comparados quanto a
geracdo de gotas de alginato em microcanais e o formato das microparticulas de
alginato apoés a gelificagao (Figura 3.11).

Microparticulas de alginato gelificacdo externa Método de gelificagdo interna

Geragao de gotas
nos microcanais

Microparticulas de|
alginato

Figura 3.11: Comparacao de formas de obtencdo de microparticulas de alginato,
considerando a geracao de gotas e formagao de microparticulas de alginato. Gelificagao externa —
A) sistema de focalizagdo de fluxo com gelificagdo em reservatério de solugdo gelificante; B) por
fluxo cruzado em juncdo T com canais simples e gelificagdo dentro da propria gota. Gelificagao
interna - C) usando sistema de fluxo cruzado em jungao T com canais estruturados.

Conforme observado na Figura 3.11, as microparticulas de alginato
produzidas por gelificacao externa em microfluidica, tanto em gotejamento quanto na
forma de gotas, mostraram um formato irregular. No sistema de focalizacao, as gotas

apresentaram um formato oval com uma superficie ndo uniforme, que pode ter sido
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causado pelo efeito do gotejamento (Figura 3.11A). Ja as microparticulas produzidas
em sistema em jungao T apresentaram uma forma alongada e semelhante a geometria
do canal, com tamanhos ndo uniformes (Figura 3.11B). No método interno foram
produzidas microparticulas de alginato mais homogéneas e arredondadas (Figura
3.11C). Em ambos os casos, a uniformidade e a forma das microparticulas de alginato
podem estar associadas a cinética de gelificacdo de cada método.

Como a gelificagdo externa apresenta uma reticulagédo direta por ion Ca2*
ativo que se difunde gradualmente para o interior da matriz polimérica, isso resulta na
formagéo instantanea do hidrogel de alginato e uma gelificagdo ndo uniforme (DONATI;
PAOLETTI, 2009). No caso em que a gelificacdo ocorreu dentro da gota (Figura 3.11
B), mesmo com uma corrente central aquosa para minimizar a difusdo, nao houve a
formagao de microparticulas uniformes. O contato entre solu¢des de alginato e CaClz
na jungao dos microcanais, levou a formacao de gel antes da quebra de gotas e isso
provocou obstru¢ao de microcanais, causando instabilidade no sistema.

Ao contrario dos resultados obtidos neste estudo com gelificacao externa,
alguns estudos mostraram ser possivel formar microparticulas de alginato por este
método de gelificagdo. Para isso foram usadas estratégias diferentes das empregadas
neste estudo, uma delas foi de inserir a solugao de reticulante separadamente da gota
de alginato, como mostrado por Madrigal et al. (2016). Em outro estudo, foi usada uma
concentracao inicial de alginato de apenas 1% (m/v), sendo apresentada a formagao
de alginato em geometrias com e sem corrente central aquosa (CHOI et al., 2007).
Apesar de ter sido avaliada a estratégia de geometria com uma corrente central aquosa
e terem sido testadas diferentes concentragdes de CaCl. e taxas de fluxo, ndo foram
obtidas microparticulas de alginato adequadas pelo método de gelificacao externa.

Por outro lado, a maior uniformidade das microparticulas de alginato
produzidas pela gelificacdo interna se deve aos ions inativos (Ca-EDTA) que sao
liberados de forma controlada no alginato por reticulacao de troca ibnica (BRASCHLER
et al., 2005). Conforme observado na Figura 3.11C, devido a cinética de gelificacao
mais lenta, a estrutura dos géis de alginato é mais homogénea comparada ao método
de gelificacao externa (DONATI; PAOLETTI, 2009). Os resultados mostraram uma
producéo eficiente de microparticulas de alginato por microfluidica de goticulas.

Portanto, para a producao e imobilizagdo de células em microparticulas de
alginato usando o dispositivo de microfluidica de jungao T, para a gelificagdo foi usado
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o método interno CLEX com modificagdes feitas de acordo com nossa aplicagcao. Neste
caso, utilizamos solucbes contendo alginato com Ca-EDTA-MOPS e alginato com Zn-
EDDA-MOPS, ambos com pH em 6,7, para produzir microparticulas de alginato, tal

como apresentado na Figura 3.12.

e 4 CV =2,79%

n
=3
L

Frequéncia relativa (%)

0+
59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69
Diametro médio de gotas (um)

Figura 3.12: Microparticulas de alginato produzidas pelo método CLEX usando nova
geometria de jungao T: A) geometria de jungao-T e geragao de gotas, que foram compostas com
alginato/Ca-EDTA e alginato/Zn-EDDA, sendo quebradas por éleo HFE 7500 com fluorosurfactante
1% (v/v); B) microparticulas de alginato produzidas em nova geometria de juncdo T; C) perfil da
distribuicdo de tamanho de microparticulas usando 10 pL min-! para fase continua e 1 uL min-' para
a fase dispersa.

Nestas condicdes, usando vazdes de Qc = 10 yL min' e Qp = 1 yL min' as
microparticulas de alginato apresentaram um didametro médio de 63,53 £ 1,77 ym com
coeficiente de variacao de 2,79%, indicando uma baixa polidispersidade (Figura 3.12
C). Assim, o uso da geometria de fluxo cruzado em jungéo T com canais estruturados,
tendo o 6leo HFE como fase continua e o processo de gelificacao pelo método CLEX
mostrou-se eficiente para a geragéo de gotas e consequentemente, para produgéo de
microparticulas de alginato para imobilizagdao de agente biolégico.

4 CONCLUSAO

Diante dos estudos realizados com os sistemas microfluidicos para
formacao de gotas, notamos que os sistemas operados com 6éleo HFE 7500 com
fluorosurfactante 1% (v/v) apresentou um perfil de geragéao de gotas mais estavel e com
gotas mais uniformes.

No processo de formagdo de microparticulas de alginato em sistemas
microfluidicos, observamos que o método de gelificacédo interna, o qual apresenta uma
cinética de reticulagcdo mais lenta, gerou microparticulas mais homogéneas e sem

causar entupimentos dos microcanais.
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Além disso, as configuracdes dos microcanais também tiveram influéncia na
geracao de microparticulas uniformes. Embora as trés geometrias tenham sido capazes
de gerar gotas, o sistema microfluidico em juncao T construido com canais estruturados
apresentou maior estabilidade no processo de geragcao de gotas e gotas com formatos
mais arredondados.

Sendo assim, para a formacdo de microparticulas de alginato em
microfluidica foi empregado o sistema de gotas em jungéo T com canais estruturados,
o 6leo HFE 7500 na fase continua e a gelificagédo interna pelo método CLEX.
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Capitulo 4
IMOBILIZACAO DE BACILLUS SUBTILIS EM MICROPARTICULAS DE
ALGINATO POR MICROFLUIDICA: APLICACAO EM CULTIVO
SUBMERSO

1 INTRODUCAO

Microparticulas de alginato como matriz para imobilizacao celular tém sido
usadas para explorar mecanismos de desenvolvimento celular e induzir o aumento de
producado de metabdlitos de interesse industrial (PARK; CHANG, 2000; RATHORE et
al., 2013). Assim, os estudos com células imobilizadas sdo aplicados em diversos
processos biotecnolégicos, tal como em processos fermentativos para produgédo de
antibiéticos, acidos organicos e enzimas (WESTMAN et al.,, 2012). Em cultivo
submerso, estas microparticulas estardo expostas as tensdes causadas pelo
crescimento celular e também as agbes mecanicas de meio circundante. Desta forma,
a estabilidade e as condicbes que levam ao crescimento celular no interior de
microparticulas devem ser considerados a fim de garantir a eficiéncia do processo.

Em bioprocessos, células microbianas imobilizadas em microparticulas de
alginato sdo conduzidas em sistemas de fermentadores com diferentes condi¢oes de
agitacdo e temperatura. Assim, a estabilidade fisica e o processo de imobilizagéo
celular em microparticulas tém um papel fundamental para o cultivo destas células. Tais
fatores estao relacionados a estrutura quimica do alginato, assim como a concentracao
e 0 método de gelificacao do alginato (MJRCH et al., 2006). As condigcbes ideais de
producdo de microparticulas de alginato permitem a sua aplicacdo em diferentes
condicdes de cultivo.

Além da estabilidade das microparticulas, o método de imobilizagao também
tem influéncia nas respostas de crescimento celular. A microfluidica como tecnologia
de imobilizacdo tem se mostrado eficiente por ser menos agressiva as células. Além
disso, 0o tamanho de microparticulas produzidas por microfluidica permite que o
comportamento celular seja monitorado usando microbiorreatores. Estes sistemas tém
como base a tecnologia microfluidica e apresentam condicbes para o cultivo e
investigagdo do crescimento celular (BALAGADDE et al., 2005). Desta forma,
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contribuem para estudos que visam compreender a dindmica de um sistema ou
investigar as condi¢cdes ideais de um processo.

As microparticulas de alginato para imobilizacdo celular, produzidas por
microfluidica, tém sido aplicadas principalmente para investigar mecanismos de divisao
celular, respostas celulares a diferentes estimulos e também para isolamento celular
(GUO et al., 2012; MAZUTIS et al., 2013). Embora tenha uma vasta gama de
aplicagoes, tais microparticulas tém sido pouco aplicadas em estudos de bioprocessos.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade fisica e a
eficiéncia de imobilizacdo por microfluidica de gotas em microparticulas de alginato,
bem como o comportamento celular em microbiorreator e a possibilidade de emprega-
las em cultivo submerso. Como prova de conceito, foi investigar o crescimento de
Bacillus subtilis em microparticulas de alginato e a capacidade destas células em
produzir lipase, visando o aumento de produtividade enzimatica, uma vez que esta €

uma enzima de alto interesse industrial.

2 METODOLOGIA

2.1 Estabilidade fisica e eficiéncia de imobilizacdo celular em microparticulas de

alginato

2.1.1 Estabilidade de microparticulas de alginato em sistema “bulk”

As microparticulas de alginato produzidas por sistema microfluidico de gotas
do tipo fluxo cruzado em juncdo T com canais estruturados (Figura 3.3) foram
submetidas a teste de estabilidade em funcao da temperatura e agitacao orbital.

As microparticulas foram colocadas em meio de cultura (composto com
extrato de levedura, peptona e 6leo de milho com Tween 80) e tamp&o MOPS (40 mM,
pH 6,7) como controle. As microparticulas foram incubadas em temperatura ambiente
e a 37 °C durante 24 h, com e sem agitacao orbital a 150 rpm. Para verificar o efeito de
residuos de cloreto de sédio nas solucdes, que poderiam afetar a estabilidade fisica
das particulas, foi realizada etapas de lavagens com a solugao tampao MOPS. As
particulas foram centrifugadas a 3000 rpm durante 1 min e ressuspendidas com
solugdes tampao MOPS. Este processo foi repetido por trés vezes e ao final foi
adicionada uma solugdo CaCl> 1 mM para garantir a estabilidade das microparticulas.
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A estabilidade foi avaliada pela medi¢cao do tamanho médio e coeficiente de variagao
(CV) das microparticulas, tal como descrito no Capitulo 3, segéo 2.5.

2.1.2 Imobilizagdo de Bacillus subtilis em microparticulas de alginato por
microfluidica

Para imobilizacao de Bacillus subtilis NRRL B 14819 e NCBI 3610 em
microparticulas de alginato, as cepas foram previamente cultivadas em meio Luria-
Bertani (LB) a 30 °C por 12 h.

As células foram imobilizadas em microparticulas de alginato usando
microfluidica de gotas na geometria de jungdao em T (Figura 3.3) como descrito no
Capitulo 3, secao 2.4.2, sendo adicionada uma suspensao celular em cada solucao de
alginato. Apés a imobilizac¢ao celular, as microparticulas foram recuperadas na emulsao
pela adigdo de demulsificante perfluorooctanol (PFO) 20% (v/v) (Alfa Aesar, EUA),
como descrito no Capitulo 3, secdo 2.4.3. Para garantir as condigbes assépticas do
sistema, a solugao de alginato de sodio foi filtrada em filtro de seringa 0,22 um (Millipore,
EUA) e todos os acessérios microfluidicos foram esterilizados com alcool 70% e luz UV.

Para determinar a concentragdo inicial da suspensdo celular a ser
imobilizada, foi usada a distribuicado de Poisson (MAZUTIS et al., 2013), a qual indica a
probabilidade (P) para encontrar X nimero de células por gota (), com a base do
numero de eventos esperados (x):

e~ x %)

PX=x)= ( Equacgéo 4.1

x!

Sendo assim, foi adicionada 108 cel mL-" nas solugdes de alginato para que
em 5,38% de microparticulas tivessem pelo menos uma célula por microparticulas de
alginato.

A eficiéncia de imobilizacao foi investigada em funcdo das vazdes das
solucdes na faixa de 0,4 e 1 uL.min"' para fase dispersa e 4 e 10 yL.min"', para a fase
continua. Para isso foi considerada a diferenca de concentracao celular antes e depois
do processo de imobilizagdo, sendo as microparticulas rompidas com adicao de EDTA
1M para a determinagdo da densidade Optica (600 nm) das células que foram

imobilizadas.
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2.1.3 Viabilidade celular apds o processo de imobilizagdo por microfluidica

A imobilizacao de células bacterianas em microparticulas de alginato, pela
técnica de gelificacao interna foi avaliada quanto a composi¢ao das solugdes e também
quanto ao processo de geracao de gotas em microcanais.

Primeiramente, foi investigado se o processo de gelificacdo interna pelo
método CLEX poderia afetar a atividade celular devido a composi¢ao das solugdes de
alginato, sendo estas formadas por sais de cloreto de célcio, acetato de zinco com os
respectivos quelantes de EDTA e EDDA, todas em uma concentragcédo de 84 mM e pH
6,7. Para isso, as células de B. subtilis foram adicionadas a estas solugdes e apds 30
min foi avaliada a viabilidade celular.

Além disso, foi avaliado se o corte da gota na vazao estudada para
imobilizagéo, sendo de 0,4 pyL.min"' para a fase dispersa e 4 yL.min"! para a fase
continua, exerceu algum efeito na viabilidade celular do Bacillus subtilis durante a
geracgao de gotas nos microcanais. Para isso foram feitas analises de viabilidade celular
logo apos as células terem sido imobilizadas em sistema microfluidico de gotas.

Para as analises de viabilidade celular das bactérias foi usado o kit de
fluorescéncia Live/Dead® BacLight™ (Invitrogen, EUA), sendo feitos testes de
viabilidade da suspensao celular, como controle.

2.2 Microbiorreator para investigagcado de células microimobilizadas

2.2.1 Microfabricagédo de sistema de microbiorreator

O sistema microfluidico do tipo microbiorreator foi construido em vidro e
PDMS usando a técnica de fotolitografia, conforme detalhado no Capitulo 3, item 2.1.

A configuracao do sistema foi composta por microestruturas em formato de
U tendo uma abertura de 100 um e profundidade de 50 um (Figura 4.1), sendo baseado
no trabalho de Huebner et al. (2009). As microestruturas foram desenhadas para
ancorar as microparticulas de alginato no microbiorreator permitindo monitorar o

crescimento de células imobilizadas ao longo do tempo.
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Figura 4.1:Plataforma microfluidica de microbiorretor construida com microestruturas para
ancorar as microparticulas de alginato, que foi usado para acompanhar o crescimento de células
imobilizadas (barra de escala = 100 ym).

2.2.2 Operacao do sistema de microbiorreator

Para inserir as microparticulas de alginato contendo as células de Bacillus
subtilis foi usada uma bomba seringa (Harvard, EUA) numa vazao de 0,1 uL min-'. Para
induzir o crescimento celular, foi usado um meio de cultura composto com extrato de
levedura, peptona e 6leo de milho com Tween 80, sendo inserido juntamente com as
microparticulas no microbiorreator.

O sistema de microbiorreator foi operado em modo continuo, usando uma
vazao de 0,1 uL min-' de meio de cultura, e em modo batelada, em que o canal de saida
foi totalmente preenchido com meio de cultura e conectado no canal de entrada para

fechar o sistema.

2.2.3 Monitoramento do crescimento de Bacillus subtilis imobilizado em
microparticulas de alginato

Apoés as células Bacills subtilis NCBI 3610 terem sido imobilizadas nas
microparticulas de alginato, o crescimento celular e as modificagbes das
microparticulas de alginato foram monitorados ao longo de tempo usando o
microbiorreator. Tais observacgdes foram feitas usando um microscépio confocal (Leica
TCS SP5, EUA) associado a técnica de time-lapse. As células foram cultivadas por 24
h no sistema de microbiorreator a temperatura ambiente, sendo capturadas imagens a
cada 1 h.
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Ao final do cultivo, foi avaliada a viabilidade celular usando fluorescéncia,
como descrito no item 2.1.3, em que a solugéo de reagentes fluorescentes foi inserida

no sistema de microbiorreator para marcacao das células.

2.3 Cultivo de B. subtilis imobilizado em microparticulas de alginato por microfluidica

de gotas

2.3.1 Cultivo de células livres e imobilizadas em microparticulas de alginato

Para o cultivo em batelada com células imobilizadas foram usadas as cepas
de B. subtilis NRRL B 14819 e NCBI 3610 nas condigbes livres e imobilizadas em
microparticulas de alginato, sendo que a cepa NRRL B 14819 apresentou melhores
taxas de crescimento e producdo enzimatica. Para estes estudos partiu-se de um
inéculo da ordem de 108 cel mL', em frascos Erlenmeyer de 10 mL contendo 2,5 mL
de meio de cultivo para producao de lipase.

Para o cultivo com células imobilizadas, 100 uL de microparticulas de
alginato contendo células de B. subtilis foram adicionadas ao meio de cultura composto
com Oleo de milho para estimular a produgao de lipase, sendo cultivado durante 24 h a
37 °C em agitacao orbital a 150 rpm.

2.4 Cinética de crescimento microbiano

Os perfis de crescimento e producgao de lipase nos cultivos com células livres
e imobilizadas em microparticulas de alginato foram analisados em intervalos de 3 h.

Para determinar a concentracdo de células no cultivo com células
imobilizadas foi adicionado 1 mL de solugdo EDTA a 1M para romper as particulas de
alginato. Sendo assim, foi considerado o numero total de células presentes no sistema.

O monitoramento do crescimento microbiano dos cultivos de células livres e
imobilizadas foram acompanhados por densidade optica (600 nm), sendo construidas
as curvas de crescimento semi-logaritmicas. Desta forma, obteve-se 0 a velocidade
especifica de crescimento maxima (u,,4,), onde para qualquer intervalo de tempo,

temos que

Uy = = — Equacéo 4.2
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2.5 Determinagdo da atividade da enzima lipase

A atividade enzimatica (U mL) da lipase foi quantificada por espectrofotometria
usando método colorimétrico dado pelo Kit Lipase — k025 (Bioclin®, Brasil). De acordo
com o fabricante, a presenca da lipase é indicada pela sua reacdo com o acido
ditionitrobenzdico (DTNB) que forma um cromégeno de cor amarela, o qual é
proporcional a atividade enzimatica da lipase. A presenca de lipase foi detectada por
espectrofotdmetro a 410 nm, sendo foi determinada conforme descrito pelo Kit Lipase
— k-025:

ABS da amostra —0,048
7

.. T U ~
Atividade enzimatica (H) = Equacgéo 4.3

A fim de determinar a pureza da enzima, foi estimada a atividade especifica da

enzima, a qual consiste na atividade enzimatica contida em 1 mg de proteina, dada por:

) _ Atividade Enzimatica (U/mL)
Concentracgao de proteina (mg/mL)

Atividade especifica (L Equacéo 4.4

mg

A determinacdo dos teores de proteinas totais (mg mL') da solugédo

enzimatica bruta foi realizada através do método de Bradford (1976), usando soro
albumina bovina como padréo.

Além dos perfis de atividade de produgado de lipase, foram avaliados a

atividade enzimatica por numero de células e a variacao de pH do meio reacional ao

longo do tempo.

2.6 Avaliacio estatistica

Os dados de crescimento microbiano e perfis de produgédo enzimatica foram
avaliados estatisticamente quanto a andlise de variancia (ANOVA) a um nivel de
confianca a de 0,05, sendo realizada no software OriginLab 2017.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Investigacao da estabilidade fisica das microparticulas de alginato

Uma vez que o objetivo principal deste projeto de pesquisa foi investigar a
imobilizacao de células microbianas em microparticulas de alginato, foi considerada a
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estabilidade das microparticulas de alginato em condi¢cdes de temperatura e agitagao
orbital para o crescimento celular. De fato, as propriedades mecéanicas da matriz
polimérica, como a forga do gel que é afetada pela estrutura quimica do alginato, a
concentracao do alginato e agente de reticulagéo e o tempo de gelificacdo, controlam
expressivamente a estabilidade do alginato e a dindmica das células imobilizadas
nestas microparticulas (LEE; MOONEY, 2012).

Desta forma, as microparticulas de alginato, sem a presenca das bactérias,
foram mantidas em condi¢gdes similares em que as células imobilizadas seréao
posteriormente cultivadas, sendo avaliadas quanto a integridade fisica ap6s 24 h. As
microparticulas foram avaliadas em diferentes condicbes de processamento para
determinar as condigcdes para manté-las estaveis durante o periodo de incubacao
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Estabilidade fisica das microparticulas de alginato em diferentes condicdes

Solucgao Temperatura _Agitacao Processamento Estabilidade
Controle em Sem agitagao
tampéao Timpbgrattura — Demulsificagédo convencional Estaveis
MOPS mobiente Com agitacéo
*Mei Sem agitacao
Meio de Tempgratura g. Q~ Demulsificagdo convencional Estaveis
cultura Ambiente Com agitacao
i Sem agitagao
Meio de 37°C g. g~ Demulsificagdo convencional ~ N&o estaveis
cultura Com agitagdo
Meio de Sem agitagdo Demulsificagdo com
cultura 37 °C Com agitado Etapas de lavagens e Adicao Estaveis

de CaCl2 1 mM na solugao
*Meio de cultura composto por éleo de milho, peptona, extrato de levedura, pH 7,0.

Como pode ser observado na Tabela 4.1, nas primeiras investigagdes em
que foram usadas as microparticulas logo ap6s o processo demulsificagdo em
temperatura ambiente, nota-se que a composicdo do meio de cultura e agitacao orbital
nao afetou a estabilidade fisica das microparticulas. Enquanto que, apds 24 h de
incubacédo a 37 °C, as microparticulas foram desintegradas. Tal fato pode ter se dado
pela presenca de residuos de sais resultante do processo de gelificacao por troca
ibnica. Desta forma, foi avaliada a composi¢cao das solugdes do processo de gelificacao
interna, sendo que para as solugdes de cations com os quelantes, tem-se que:

CaCl, + EDTANa, - Ca EDTA+ 2 NaCl

Zn(CH;C00), + EDDA Na, — Zn EDDA + 2 (CH;CO0)Na
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Logo, as solugdes de alginato contendo os cations quelados formas
compostas por:

Solugdo 1: Na-alginato e CaEDTA + 2 NaCl
Solugéo 2: Na-alginato e ZnEDDA + 2 (CH;C00)Na

No processo de troca iénica, os ions de zinco se ligam ao EDTA, por ter uma
forca de interagédo maior com o EDTA (dado pela constante de formacéo log k= 16) do
que com o EDDA (log k= 11,1), ficando os ions de célcio livres para ligarem aos grupos
carboxilicos do alginato (BASSET et al., 2016). No entanto, como pode ser observado
nas solugdes 1 e 2, apds as trocas idnicos ficam residuos de sais de sodio (NaCl e
CH3COONa) na solugao. A estabilidade do gel de alginato pode ser reduzida devido a
substituicdo dos fons Ca2* por outros cations com maior afinidade pelo alginato, tal
como os ions de Na* (SMIDSROD; SKJAK-BRAEK, 1990). Sendo assim, a presenca
destes sais, juntamente com o efeito da temperatura, poderia estar acelerando a
desintegracao das microparticulas de alginato. Desta forma, foram propostas etapas
adicionais de lavagens das microparticulas de alginato com tampéao MOPS, apés o
processo de demulsificacao, e adicao de CaClz numa concentragao de 1 mM na solucao
aquosa para garantir a estabilidade das microparticulas de alginato. E, como pode ser
observado na Tabela 4.1, apds este processamento, as microparticulas de alginato se
mantiveram estaveis apos 24 h de incubacao a uma temperatura de 37 °C.

A fim de avaliar de forma mais detalhada a estabilidade destas
microparticulas nestas condi¢des, estas foram mantidas em solugédo tampao MOPS e
em meio de cultura num periodo de 24 h de incubacéao, a 37 °C com agitacao orbital a
150 rpm. A estabilidade fisica foi determinada quanto ao didmetro médio das
microparticulas antes e depois do periodo de incubagéo, como mostra a Figura 4.2.
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Diametro médio das microparticulas (um)

Microparticulas de alginato  \icroparticulas de alginato
(solugdo MOPS) (meio de cultura)

Figura 4.2: Estabilidade das microparticulas de alginato apos as etapas de lavagens e adicao
de CaCl2 1 mM. Andlise de diametro das microparticulas de alginato antes e depois do periodo de
24 h de incubagao a 37 °C com agitagao ortbital (150 rpm) (N = 250).

Assim, apds o processamento de lavagens e adigdo de CaClz e incubacao,
nota-se que as microparticulas se mantiveram integras apos o periodo de incubacgao,
em ambas as solugdes de tampéao e meio de cultura. Isso mostra que os ions de sédio
poderiam de fato estar afetando a integridade das microparticulas e a adigdo de CaCl:
pode ter contribuido para manter a estrutura de alginato. Portanto, o procedimento de
efetuar etapas de lavagens com adigdo de CaCl: apds a demulsificacao foi adotado
para 0s ensaios subsequentes, a fim de remover qualquer residuo de sais proveniente
do processo de gelificacdo. Tornando possiveis os estudos posteriores com cultivo de
células nestas microparticulas em condigéo de sistema agitado e com temperatura num
intervalo de 24 h.

3.2 Avaliacao do método de imobilizagdo celular via processo microfluidico

3.2.1 Eficiéncia de imobilizacdo em microparticulas de alginato

Em microfluidica, as células sao adicionadas as solugdes da fase dispersa
e imobilizadas durante a geragao de gotas em microcanais. Como a formacao de gotas
depende do balango entre as forgas viscosas e interfaciais, as vazdes impostas para
as fases dispersas e continuas e o cisalhamento da gota podem afetar a viabilidade
celular e a eficiéncia de imobilizacdo (ABATE et al., 2009; KOSTER et al., 2008). Diante
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disso, foram estudadas vazdes entre 0,4 e 1 pL.min" para fase dispersa e 4 e 10 yL.min-

1, para a fase continua e avaliado o efeito de imobilizacdo destas vazdes (Figura 4.3).

Figura 4.3: Imobilizagao de B. subtilis em microparticulas de alginato: A) formagéo de gotas
em juncdo T composto por solugdes de alginato com Ca-EDTA, Zn-EDDA e suspenséao celular,
tendo 6leo HFE na fase continua; B) presenca de células na fase oleosa da emulsao em vazdes Qc
=10 e Qo =1 pL min'; C) auséncia de células na fase oleosa da emulséo, tendo em vazdes Qc = 4
e Qo = 0,4 yL min-' para formagao de gotas.

Nestes estudos, nas vazdes de Qc = 10 e Qp = 1 puL min'' (Figura 4.3 B) foi
observada uma maior presencga de células na fase oleosa da emulsao, indicando uma
perda de células no processo de geracao de gotas. Nesta condigdo foi obtida uma
eficiéncia de imobilizacao de 73%. Enquanto que em vazdes mais baixas (Qc =4 e Qo
= 0,4 yL min'), houve uma menor perda de células durante a formacao das gotas. Nesta
condicao a eficiéncia foi de 88,92% de células imobilizadas em alginato (Figura 4.3). A
presenca de células imobilizadas foi observada em microscépio confocal e com
marcagao com fluorescéncia de viabilidade celular para identificar as células dentro das

microparticulas de alginato (Figura 4.4 A;B).

A B

Figura 4.4: Células imobilizadas em microparticulas de alginato (vazées Qc =4 e Qo = 0,4
pL min): A) células presentes no interior das microparticulas, B) células marcadas com
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fluorescéncia (verde) que indica a viabilidade das células dentro de microparticulas de alginato. As
células foram marcadas com fluorescéncia pelo kit de viabilidade bacteriana LIVE / DEAD® BacLight
™ (Invitrogen, USA).

Portanto, para os processos de imobilizagao de células em microparticulas

de alginato usando a microfluidica de gotas numa geometria em jungéo T, foi usada
uma vazao de 0,4 para fase dispersa e 4 uL min'', para a fase continua.

3.2.2 Efeito do processo de imobilizacao e gelificagdo sob a viabilidade celular

Além do efeito de imobilizagéo, foi investigado se o método de gelificagao
CLEX poderia afetar o metabolismo celular, uma vez que o processo é composto por
fons metdlicos e quelantes. Para células bacterianas, o ion de zinco (Zn2*) é téxico
guando usado em altas concentragdes, enquanto a presenca de quelante EDTA livre
pode afetar a estrutura da parede celular bacteriana gram-negativa (SILVER, 1996;
WOOLEY e JONES, 1983). Sendo assim, a viabilidade celular na suspenséao (antes do
processo de imobilizagdo em microfluidica), no alginato Ca-EDTA e alginato Zn-EDDA
e também a capacidade de crescimento celular apds 24 horas de cultivo (Figura 4.5).

Il Células ndo viaveis
Il Células viaveis
100 -

80 +

60

40

Viabilidade celular (%)

20 +

| Indculo Alg-CaEDTA  Alg-ZnEDDA I Imobilizadas  Cultivo (24h) |
Antes da imobilizacao Apds a imobilizacédo

Figura 4.5: Viabilidade de células imobilizadas em microparticulas de alginato: antes do
processo de imobilizagdo (suspensao celular, células em solugdes de alginato contendo Ca-EDTA e
Zn-EDDA); Depois do processo de imobilizagdo e também a viabilidade das células imobilizadas
apoés 24 h de cultivo em cultivo submerso. Para o processo de imobilizagao foi usada uma vazao de
0,4 para fase dispersa e 4 pL.min"', para a fase continua.
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Como mostra a Figura 4.5, as solugdes de alginato contendo Ca-EDTA e
Zn-EDDA nado foram téxicas para as células bacterianas, indicando que as
concentragdes de Ca?* e Zn?* queladas ndo afetaram a viabilidade microbiana. Estas
mesmas solug¢des de alginato em concentragbes mais elevadas foram testadas com
células animas por Bassett et al. (2016), as quais ndo tiveram sua atividade celular
afetada. Assim, indicando que as acdes dos quelantes evitaram a exposicao de metais
livres as células.

Em nosso experimento, notou-se que as ceélulas bacterianas nestas
solucdes de alginato apresentaram uma reducao de apenas 2% das células viaveis da
suspensao celular. No entanto, apds o processo de imobilizagéo, a viabilidade celular
foi de quase 90%. Esta reducao de células viaveis provavelmente foi causada por
fatores do processo de imobilizacdo em microfluidica, como o maior tempo de
exposicao celular em solugdes de alginato (2 horas), devido a baixa produtividade
microfluidica, e a tensdo de cisalhamento causada por geracdes de goticulas. Apesar
disso, tal redugéo néo afetou o crescimento de células imobilizadas, como observado
apos 24 h de cultivo, tendo uma viabilidade celular de 99%. Sendo assim, o método de
imobilizacdo celular usando microfluidica de gotas e gelificacao interna de alginato
podem oferecer condi¢cdes para o cultivo celular imobilizado em microparticulas de

alginato.

3.3 Investigacdo do comportamento celular usando microbiorreator

3.3.1 Operacao do sistema microbiorreator para cultivo de células em modo batelada
e continuo

Os microbiorreatores sao sistemas microfluidicos que tem a capacidade de
mimetizar condi¢des favoraveis para o crescimento celular, assim como um sistema de
biorreatores. Tal como uma escala macrométrica, os microbiorreatores podem operar
simulando sistemas do tipo batelada ou em modo continuo (BALAGADDE et al., 2005;
SCHAPPER et al., 2010). Desta forma, o sistema de microbiorreator proposto foi
avaliado em modo de cultivo batelada e por operacao continua.

3.3.1.1 Microbiorreator em modo batelada

Num processo de cultivo em batelada em macroescala, a agitacdo mecanica

tende a maximizar a homogeneidade do meio. J& em um microbiorreator, pelo fato do
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ambiente estar em uma escala micrométrica, o préprio movimento microbiano e o
consumo de substrato podem gerar um sistema homogéneo. Assim, para conduzir o
microbiorreator numa operacdo em modo batelada, a estratégia usada foi de fechar o
sistema usando a prépria mangueira de saida. Desta forma, o microbiorreator foi
totalmente vedado e a condi¢cdo de operacdo do sistema em batelada foi avaliada ao
longo do tempo, como mostra a Figura 4.6.

Figura 4.6: Sistema microbiorreator com microestruturas para ancoragem de microparticulas:
A) modo de operagado em batelada, sendo que cada unidade de microbiorreator foi fechada com
mangueira em forma de lupe, B) presenga de microparticulas no microbiorreator no tempo 0 h.

Como pode ser observada na Figura 4.6 A;B, a estratégia usada permitiu a
operacao em batelada sem a entrada de bolhas de ar ao longo do tempo. Assim, o
microbiorreator teve condigdes para cultivar células em modo batelada, sendo avaliado
o crescimento de B. subtilis imobilizado em microparticulas de alginato em 24 h de
cultivo em temperatura ambiente. No entanto, ao final do cultivo a alta concentracao
celular impediu a identificagdo das microparticulas no meio, como pode ser notado na
Figura 4.7.
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Figura 4.7: Microbiorreator operando em modo batelada com alta concentragao celular apds
24 h de cultivo de células imobilizadas em microparticulas de alginato. Presenca de microparticulas
encontradas dentro do microbiorreator (indicado pela seta vermelha). A barra de escala é de 50 um.

Sendo assim, embora o microbiorreator seja aplicavel para cultivo em
batelada, ndao foi possivel investigar o comportamento celular dentro das

microparticulas ao longo de um intervalo de tempo maior.

3.3.1.2 Microbiorreator em modo continuo

Este modelo de microbiorreator apresenta como vantagem a presenca de
microestruturas que permitem ancorar as microparticulas de alginato, permitindo assim
que elas sejam mantidas dentro do sistema. Por isso, 0 sistema p6de ser operado em
modo continuo, sendo usada uma bomba do tipo seringa para injetar a solugao de meio
de cultura ao longo do tempo.

Por se tratar de um sistema micrométrico, a vazao aplicada no sistema pode
afetar a estabilidade das microparticulas, arrastando-as para fora do microbiorreator.
Desta forma foi observado que em altas vazdes, as microparticulas eram retiradas da
ancora e removidas do sistema. Enquanto que numa vazao baixa (0,1 pL.min') as
microparticulas mantiveram-se estaveis dentro do sistema, embora as microparticulas
nao tenham ficado presas nas ancoras durante todo o experimento. As condi¢des de
cultivo no microbiorreator operando em modo continuo permitiu o crescimento celular
neste microambiente. Assim, tal sistema de microbiorreator operando em modo
continuo podera contribuir em estudos de dindmica celular em microambientes.
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3.4 Analise de viabilidade e comportamento celular no interior de microparticulas de

alginato

No cultivo no microbiorreator em batelada, a alta concentracéo celular impediu
a observacao das microparticulas devido a turbidez do meio. Por outro lado, no modo
continuo, o fluxo continuo de meio de cultura durante o cultivo no microbiorreator
ofereceu condi¢des para observar o crescimento celular e também as microparticulas
num maior intervalo de tempo. Sendo assim, a condicdo de crescimento de Bacillus
subtilis imobilizado em microparticulas foi observada, primeiramente, quanto a

viabilidade celular, como mostra a Figura 4.8.

Figura 4.8: Andlise de viabilidade celular de Bacillus subtilis NCBI 3610 imobilizado em
microparticulas de alginato, sendo o corante de viabilidade celular inserido no sistema ao final de 6
h de cultivo em microbiorreator, o qual foi operado em modo continuo. As células foram marcadas
com fluorescéncia pelo kit de viabilidade bacteriana LIVE / DEAD® BacLight ™ (Invitrogen, USA),
sendo que a fluorescéncia verde indica a presenga de células viaveis, enquanto que a fluorescéncia
vermelha aponta as células ndo viaveis.

A Figura 4.8 mostra que a configura¢do do microbiorreator e o pequeno tamanho
das microparticulas de alginato, que foram produzidas por microfluidica de gotas,
permitiu acessar as células imobilizadas sem romper as particulas. Além disso, a
presenca de células viaveis (marcadas com fluorescéncia verde), ao final de 6 h de
cultivo no microbiorreator, mostra que o sistema ofereceu condi¢des favoraveis para o
crescimento celular. Assim, este microbiorreator mostrou-se eficiente para investigar o
crescimento de células microbianas ao longo do tempo em microparticulas de alginato
€ ndo apenas em gotas, tal como apresentado por Huebner et al. (2009).

E, observando o comportamento das células, nota-se que estas tendem a se
concentrar préximas a superficie das microparticulas, favorecendo o consumo de
substrato. Esse comportamento também facilita o escape de células das particulas para
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a meio circundante, gerando um sistema com células livres e imobilizadas (RATHORE
et al., 2013). O crescimento microbiano em microparticulas de alginato foi entao
observado ao longo do tempo, como apresenta a Figura 4.9.

Figura 4.9: Células de Bacillus subtilis NCBI 3610 imobilizadas em microparticulas de alginato
em cultivo usando o microbiorreator em modo continuo com sistema para ancorar as particulas e
observar o crescimento celular ao longo de 24 h em temperatura ambiente, sendo operado em modo
continuo com uma vazéo de 0,1 uL.min""- de meio de cultura com 6leo de milho como fonte de
carbono.

Ao monitorar o crescimento celular nas microparticulas de alginato, nota-se
que houve um crescimento gradual do niumero de células no interior das microparticulas
ao longo do tempo (Figura 4.9; 0 — 24h). Nas primeiras 10 h de cultivo, o crescimento
ainda foi moderado e, em 18 h a concentracao de células no interior das particulas foi
mais expressiva, tendo as células ocupadas todo o espaco da particula em 24 h, como
pode ser observado na Figura 4.9. Isso significa que as propriedades fisico-quimicas

do alginato permitiram a difusdo de nutrientes pela matriz polimérica e a alta
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concentracao celular pode estar relacionada a protegao celular contra condi¢coes de
estresse causado pela imobilizagédo (LEE; MOONEY, 2012; ZHU, 2007).

Além do crescimento no interior das particulas, as células se multiplicaram
também no meio externo, sendo notado esse comportamento logo apés 6 h de cultivo
e que pode visto com mais clareza nos tempos de 18 e 24 h da Figura 4.9. Essa
dindmica de crescimento microbiano em microparticulas ja foi discutida em trabalhos
realizados em bulk, em que apontando que a eficiéncia de transporte de nutrientes,
oxigénio e metabdlitos, permite alta concentragdo celular por esta forma de cultivo
(PARK; CHANG, 2000; RATHORE et al., 2013). No entanto, as avaliacGes feitas com
métodos convencionais nao oferecem condi¢des para avaliar as respostas ao longo do
tempo, tal como feito em sistemas microfluidicos de microbiorreatores.

Apesar da contribuicdo que os microbiorreatores poderiam trazer aos
estudos de bioprocessos, diante das observacdes ao longo do tempo, estes sistemas
tém sido empregados para investigar respostas celulares, principalmente em
desenvolvimento celular a partir de uma Unica célula (HATI et al., 2016; HUEBNER et
al., 2009). Assim, o cultivo com células em microparticulas de alginato, produzidas por
sistema microfluidico de gotas, leva a uma condi¢do de cultivo com células livres e
imobilizadas, gerando um ambiente com alta concentragao celular. Para um sistema de
bioprocessos que se deseja obter um produto associado ao crescimento, a imobilizagao
em microfluidica de gota, com uma posterior avaliagdo em microbiorreator, pode ser

uma alternativa para aumentar a produtividade de produtos de interesse.

3.5 Cultivo em batelada de células imobilizadas em microparticulas de alginato

Diante dos estudos do comportamento celular de Bacillus subtilis
imobilizado em microparticulas de alginato, foi possivel observar a capacidade de
multiplicag&o celular usando um microbiorreator. Assim, foi avaliado o crescimento das
células imobilizadas por cultivo em batelada usando um baixo volume (2,5 mL de meio
de cultura) devido a baixa producao de microparticulas pelo sistema microfluidico de
gotas projetado. O crescimento de células imobilizadas em microparticulas foi avaliado
em comparagao ao cultivo das células livres (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Perfis de crescimento entre Bacillus subtilis NRRL B 14819 na forma livre e
imobilizada em microparticulas de alginato, sendo a concentracao celular determinada por
densidade éptica (600 nm) e cultivo em meio de cultura contendo éleo de milho como substrato para
induzir a produgao de lipase.

Ao analisar os cultivos com células livres e imobilizadas em microparticulas
(Figura 4.10), nota-se que as microparticulas de alginato produzidas por microfluidica
ofereceram condi¢cdes para o crescimento celular em cultivo batelada, tal como
observado nas células livres. Apesar disso, a avaliagdo do perfil de crescimento
microbiano nas condigdes de cultivos estudadas mostra que houve um maior
crescimento celular no cultivo com as células imobilizadas, com uma fase exponencial
maior do que observado nas células livres. Enquanto no cultivo com células livres nota-
se que houve um perfil de o crescimento em dois periodos, sendo assim a velocidade
especifica maxima de crescimento foi avaliada por periodos de cultivo, tal como mostra
a Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Comparacao entre as velocidades especificas maximas de crescimento (Umax) do
Bacillus subtilis NRRL B 14819 nas condi¢bes de cultivo com células livres e imobilizadas em
microparticulas de alginato por periodos de cultivo antes e apos 12 h.

i . HMmax (h™) Mmax (h)
Condicao de Cultivo até 12 h de cultivo apo6s 12 h de cultivo
Células Livres 0,17 £ 0,01 0,05 £ 0,01
Imobilizadas em
Macroparticulas 0,14 + 0,01 0,13+ 0,01

a = 0,05: houve diferenga estatisticamente significativa entre as médias das velocidades especificas maximas
de crescimento nos cultivos com células livres e imobilizadas obtidas antes e depois de 12 h de crescimento. O
erro indica o desvio padrdo entre as médias (n = 3).
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Como pode ser observado na Tabela 4.2, as velocidades especificas
maximas de crescimento entre os cultivos com células livres e imobilizadas tiveram
diferenca estatisticamente significativas nos periodos de cultivo analisados. Na
condicdo com as células em microparticulas de alginato, o perfil crescimento se
manteve entre os dois periodos analisados (0,14 + 0,01 nas primeiras 12 h e 0,13 £
0,01 h'' apdés este periodo). Ja no cultivo com células livres, nas primeiras 12 h a
velocidade especifica maxima de crescimento foi de 0,17 + 0,01 h', indicando estar
numa fase exponencial. E, a partir deste momento, embora as células ainda estivessem
numa fase exponencial, houve uma desaceleragdo no crescimento (0,05 + 0,01 h).
Neste caso, pode-se sugerir que a redugdo na concentracao de algum substrato foi
maior no cultivo com células livres, uma vez que a concentracdo de células inicial foi
maior nesta condicao do que nas células livres.

Por outro lado, o estimulo deste crescimento celular nas microparticulas
pode ter se dado pela protegdo celular e também em razdo de uma maior interacao
entre célula-célula, causada pelo microambiente de imobilizacéo, tal como observado
por Pajic-lijakovic et al. (2015). E, como observado no estudo em microbiorreator, as
células imobilizadas tendem a crescer na superficie da particula, facilitando o consumo
de substrato e o escape das células para o meio circundante, resultando num cultivo
tendo células na forma imobilizada e também livres. Embora a liberagdo das células
para fora das microparticulas possam dificultar a separacdo e o uso em sistemas
continuos, nesta condigdo a concentracao celular foi maior do que no sistema apenas
com células livres

Embora este experimento tenha sido avaliado numa escala milimétrica, a
comparacao entre os cultivos com células livres e imobilizadas mostra que o método de
imobilizagdo por microfluidica apresentou resultados promissores em termos de
crescimento celular e comparaveis aos sistemas convencionais de cultivo submerso em

batelada.

3.5.1 Producao de lipase por células livres e imobilizadas

Como as células imobilizadas em microparticulas de alginato apresentaram
crescimento compativel com as células livres, foram conduzidos ensaios visando a
avaliagdo da producgéo de lipase extracelular por Bacillus subtilis nessas condi¢des
(Figura 4.11).
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Figura 4.11: Cultivo submerso de Bacillus subtilis nas formas livres e imobilizadas em
microparticulas de alginato: A) comparagao da atividade enzimatica entre as duas formas de cultivo;
B) perfil de atividade especifica (U.mg"); C) avaliagao de atividade enzimatica por concentragao de
células; D) perfil de variacdo de pH ao longo do tempo em cada condicéo de cultivo.

Como pode ser observado na Figura 4.11 A o perfil de atividade enzimatica
entre células livres e imobilizadas em microparticulas teve uma mesma tendéncia nas
primeiras 9 h de cultivo. A partir disso, a produtividade enzimatica por células em
microparticulas foi maior do que no cultivo células livres, tendo o mesmo perfil na
andlise de atividade especifica (Figura 4.11 B). A maxima producédo de lipase por
células livres foi em 24 h, tendo uma atividade enzimatica de 0,11 + 0,01 U mL' e
especifica de 0,33 * 0,04 U mg'. Enquanto que no cultivo com células em
microparticulas, a produtividade foi de 0,31 + 0,04 U mL' com atividade especifica de
0,46 £ 0,07 U mg' resultando numa produtividade enzimatica 2,8 vezes maior do que
0 observado nas células livres. Tal diferenca pode ter sido em razdo da alta
concentracao celular que foi observada ao final do cultivo com células imobilizadas em

microparticulas de alginato.
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Embora nao tenha sido reportado na literatura o cultivo com células
imobilizadas visando o aumento de produtividade de lipase por Bacillus subtilis, tao
pouco na forma de cultivo em microparticulas, estudos mostram que a produgao
enzimatica nestas condi¢des tende a superar processos de cultivos com células livres.
O trabalho de Adinarayana et al. (2005) mostra que a produtividade de protease alcalina
por Bacillus subtilis imobilizado em particulas de alginato foi 1,2 vezes maior em
comparacgao com células livres. Em condigbes 6timas de cultivo, a produgéo de a-
amilase por B. subtilis imobilizados em particulas de alginato também teve uma
produtividade maior do que na condicao livre, sendo 2,5 vezes mais produtivo como
apresentado por Konsoula et al. (2006).

De acordo com estes trabalhos, a alta produtividade enziméatica foi
principalmente devido ao aumento da concentragéo celular observado nos cultivos com
células imobilizadas, sem afetar o metabolismo celular. Tal comportamento foi
observado também neste estudo. Ao comparar a resposta de atividade enzimatica por
nuamero de células e a variacdo de pH entre as duas formas de cultivo, ambas
apresentam o mesmo perfil indicando que nao houve diferengca no metabolismo celular
nas condicdes de cultivo (Figura 4.11 C;D).

Portanto, o emprego de microparticulas de alginato contendo células
microbianas, proveniente de tecnologia microfluidica para imobilizagdo, mostrou-se
viavel em cultivo submerso. As respostas de crescimento celular e o aumento
consideravel de producao de lipase por Bacillus subtilis em microparticulas de alginato
confirmam a eficiéncia desta tecnologia de imobilizacdo como estratégia para aumentar
a produtividade enzimatica e pode assim contribuir com diversas investigagdes de
produtos obtidos por producéo biotecnoldgica.

4 CONCLUSAO

A formacgdo de microparticulas de alginato em microfluidica usando o
método de gelificagéo interna pelo processo CLEX, mostrou-se estavel nas condigbes
que serao utilizadas para o cultivo de células bacterianas (sistema agitado e com
temperatura). Porém tal estabilidade foi possivel apenas quando estas foram
submetidas a etapas de lavagens para remocao de residuos. O protocolo desenvolvido

para imobilizagdo de células bacterianas, concluimos que nao afetou de forma

Capitulo 4



77

significativa a viabilidade celular e em menores vazdes foi obtida uma maior eficiéncia
de imobilizagdo. Assim, ao garantir a estabilidade fisica das microparticulas num
processo de imobilizagéo eficiente, o cultivo de células bacterianas imobilizadas em
alginato torna-se viavel para um processo de fermentacao.

Neste estudo, foi possivel concluir que o microbiorreator desenvolvido foi
capaz de operar tanto em modo batelada quanto em modo continuo, sendo que
imposicao de um fluxo para cultivo em modo continuo sé foi possivel devido as
microestruturas que mantiveram as microparticulas dentro do microbiorreator. No
entanto, no cultivo em modo batelada, as células tenderam a crescer no sistema que
aumentou a turbidez do meio, inviabilizando a visualizagdo das células dentro das
microparticulas, o que limitou o tempo de observacao do crescimento celular neste
microambiente. Em contrapartida, a operacao deste microbiorreator em modo continuo
permitiu a investigacdo do comportamento celular em um tempo de observagéo maior
(24 h).

Ao analisar o comportamento celular, usando a operacdo em modo
continuo, foi possivel identificar o modo em que as células tendem a crescer nas
microparticulas, sendo preferencialmente nas superficies e por isso tendem a escapar
para o meio externo. Tal forma de investigacao de comportamento e a resposta celular
observada podem contribuir para estudos de bioprocessos que visam, por exemplo, o
aumento de um determinado produto associado ao crescimento.

Diante destes estudos, notamos que as microparticulas produzidas por
sistemas microfluidicos apresentam condigbes para serem usadas como matrizes
poliméricas para imobilizagdo de células microbianas em cultivo em batelada. Os
resultaram mostraram que o cultivo com células imobilizadas em microparticulas levou
a uma concentracdo de células maior do que na condicdo de células livres e,
consequentemente, houve um aumento na produtividade enzimatica.

Devido a baixa produtividade do sistema microfluidico, o ensaio foi
conduzido em bateladas de pequenos volumes (2,5 mL) com o intuito de investigar a
viabilidade de empregar estas microparticulas em cultivo submerso. Os resultados
satisfatérios mostram o potencial desta forma de cultivo em maior escala, para isso
sendo necessario explorar estratégias que visam aumentar a produtividade do sistema

microfluidico.
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Capitulo 5
PRODUCAO DE LIPASE POR BACILLUS SUBTILIS
IMOBILIZADO EM ALGINATO PELAS TECNICAS DE GOTEJAMENTO E
MICROFLUIDICA DE GOTAS

1 INTRODUCAO

A tecnologia de imobilizacdo de agentes bioldgicos usando sistemas
microfluidicos de gotas tem uma vasta gama de aplicagdes, inclusive em biotecnologia
industrial com investigacbes de respostas e produgdao de enzimas por micro-
organismos imobilizados (NAJAH et al., 2014; SUIOSTROM et al., 2014). Apesar de ser
uma técnica cientificamente atrativa, a baixa eficiéncia de produg¢ao do sistema gerador
de gotas e, consequentemente de microparticulas, pode limitar o uso desta técnica em
aplicagbes com apelo industrial (HOLTZE, 2013). Diante disso, diferentes estratégias e
geometrias tém sido estudadas a fim de contornar esta limitacao e assim, permitir a
aplicacao desta tecnologia em aplicagdes biotecnoldgicas em maior escala.

As plataformas microfluidicas que visam o aumento da produtividade de
geragao de gotas sédo projetadas em multiplos microcanais, que formam modulos de
sistemas microfluidicos, os quais podem ser distribuidos em modo paralelo ou por
empilhamento (CONCHOUSO et al., 2014; NISISAKO; TORII, 2008). Neste tipo de
sistema, a relagdo de distancia e largura entre os microcanais tem um papel
fundamental na funcionalidade de cada modulo microfluidico (ROMANOWSKY;
ABATE; WEITZ, 2013). Assim, o desafio na construcdo destes sistemas consiste na
elaboragéo de geometrias em que todos os médulos operem de forma constante e sem
diferencga nas propriedades de tamanho e uniformidade das gotas.

Dentre as contribuicbes deste tipo de operagdo microfluidica, com maior
producao, estd a producao enzimatica por processos biotecnolégicos usando micro-
organismos imobilizados em microparticulas. Ao contrario das tecnologias
convencionais, pelo sistema microfluidico podem ser produzidas particulas de
tamanhos menores e monodispersas, o que favorece no suprimento de nutrientes e
consequentemente, o crescimento celular (PARK; CHANG, 2000; RADOVICH, 1985;
RATHORE et al., 2013). Assim, esta tecnologia pode ser usada na imobilizagédo de
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células em matrizes poliméricas, como em alginato de calcio, e estimular a producao
de enzimas, como a lipase extracelular produzida por Bacillus sutilis.

Como uma inovagcao na tecnologia para imobilizacdo de células em
microparticulas de alginato, a microfluidica de gotas pode contribuir neste &mbito. Neste
contexto, este trabalho teve como desafio construir uma plataforma de microcanais em
paralelo na geometria em fluxo cruzado em jungéo T, inicialmente com o propdsito de
duplicar a producao de microparticulas. Diante disso, utilizar esta tecnologia para
imobilizar células de B. subtilis em microparticulas de alginato e comparar sua
capacidade de producao de lipase com métodos convencionais de imobilizacdo, tendo

como referencial o cultivo com células livres.

2 METODOLOGIA

2.1 Configuragcao e microfabricacdo de sistema duplo de microfluidica de gotas

O sistema duplo de microfluidica de gotas foi construido em base de vidro e
polidimetil siloxano (PDMS) pela técnica de litografia macia, conforme detalhado no
Capitulo 3, item 2.1.

O design do sistema duplo teve como base a geometria simples de fluxo
cruzado em juncao T. Este dispositivo foi composto por dois moédulos geradores de
gotas, tendo duas entradas principais para a fase dispersa e uma para a fase continua,
as quais sao duplicadas em correntes secundarias que formam cada modulo de sistema

de gotas, conforme apresentado na Figura 5.1.
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Figura 5.1: Sistema microfluidico de gotas em modo simples e plataforma em sistema gerador de
gotas em médulo duplo.

2.2 Geragéao de gotas em sistema duplicado

A capacidade de formar gotas no sistema duplicado foi avaliada usando
agua ultra-pura nas correntes de fase dispersa e na fase continua foi usado éleo
fluorocarbonado, HFE 7500 (3M, EUA) contendo 1% (v/v) de 008-fluorosurfactante
(Ran Biotechnologies, EUA).

A geracgéao de gotas foi analisada usando vazdes de 2 a 60 pL/min na fase
continua (Qc), tendo fixado uma vazao de 2 pyL/min na fase dispersa (Qp), resultando
numa vazao maxima de 64 pL/min no sistema.

O diametro médio das gotas foi analisado conforme descrito no Capitulo 3,
na secao 2.5. E a frequéncia de gotas por segundos (Hz) geradas em cada sistema foi
determinada pela razao da vazao total da fase dispersa pelo volume das gotas obtidas

nesta mesma vazao.
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2.3 Técnicas de imobilizacdo de B.subtilis em particulas de alginato

2.3.1 Imobilizagédo de células microbianas em microparticulas de alginato em
plataforma microfluidica dupla
Para geracéo de microparticulas de alginato e imobilizacao de células foi
utilizado o método de gelificagcéo interna CLEX, como detalhado no Capitulo 4, na secéo

2.1.2, usando a plataforma microfluidica de gotas dupla, como mostra a Figura 5.2.
Sistema Duplo

, Oleo HFE 7500 Médulo 1
Alg + Zn-EDDA Alg + Ca-EDTA + tensoativo

+ células + células

o/ \ /! 1 NPLY
AR | N 2\ q Q o\ Qs
> |8/ a N\
N ! I Yo
—i i \

Médulo 2

Figura 5.2: Plataforma microfluidica de gotas com sistema duplo de geracdo de gota para
imobilizagdo de células microbianas em microparticulas de alginato.

Para o processo imobilizagcao de células em gotas de alginato foi usada uma
vazao de 10 pL min~' na corrente da fase continua (Qc) e 2 pL min-' na fase dispersa
(Qp), uma vez que para a imobilizagdo de células € necessario empregar vazoes
menores para ndo haver o arraste de células. Além disso, foi avaliado também a
eficiéncia de imobilizacdo celular, em porcentagem, considerando a concentracao
celular antes e depois do processo de imobilizagao.

2.3.2 Técnica convencional de imobilizacdo por gotejamento

No processo de imobilizacao por gotejamento foram geradas particulas de
tamanhos maiores, sendo denominadas de macroparticulas. Neste caso, a suspensao
celular foi misturada numa solugao de alginato de sodio 2% (m/v), resultando numa
concentracao final de alginato 1,2 % (m/v), e gotejada num reservatério com 30 mL de
solugéo de cloreto de calcio a 30 mM, num pH 6,7, e mantidas na solugao por 30 min
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para completar a gelificagcdo. Para o gotejamento foi usado como bico ejetor uma
seringa de vidro de 1 mL (Hamilton, USA) e uma agulha de ~1 mm de didmetro interno.
A fim de obter particulas de alginato esféricas, a solucdo de alginato foi impulsionada
por uma bomba do tipo seringa, numa vazao de 1 mL.min"', e com uma distancia de

~1cm de gotejamento (Figura 5.3).

Figura 5.3: Processo de producdo de macroparticulas de alginato pelo método de
gotejamento usando uma vazdo de 1 mL.min' para gotejar solucdo de alginato de sédio num
reservatério contendo solugdo de CaClz a 30mM.

2.4 Cultivo em batelada de células imobilizadas

Para o cultivo submerso e producao de lipase usando Bacillus subtilis NRRL
B 14819 nas condigdes livres e imobilizadas foram usadas as mesmas metodologias
descritas no Capitulo 4, se¢ao 2.3.1.

Para estes cultivos foram utilizadas concentracao inicial de células de 107
cel mL' em 25 mL de meio de cultura, contendo éleo de milho como substrato, que
foram conduzidos em Erlmenmeyers de 250 mL em agitagdo orbital (150 rpm), por 24
ha24 °C.

Os cultivos em batelada usando células de B. subtilis imobilizadas em
microparticulas (técnica microfluidica) e em particulas (técnica convencional de
gotejamento) de alginato foram realizados com a mesma concentragao inicial de células
(107 cel mL). Para isso, em cada triplicata, 1 mL de suspenséo celular na sua forma
imobilizada foi adicionado ao meio de cultura. Sendo assim, para encapsular 1 mL de
células, pelo processo de microfluidica foi produzido um volume de 9 mL de emulséo,
que contém as microparticulas de alginato (posteriormente separadas da emulsao),
enquanto que pelo método de gotejamento o volume de particulas foi de 3 mL.
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Para investigar os cultivos em bateladas, foram coletadas amostras a cada
3 h para determinacao dos perfis de crescimento e producéo enzimatica.

2.4.1 Andlise da cinética de crescimento microbiano e producéo de lipase

A metodologia usada para investigacdo do crescimento microbiano e da
producéo de lipase das trés condicdes de cultivo estudadas, livres e imobilizadas, foi
detalhada no Capitulo 4, nas secdes 2.4 e 2.5.

2.4.2 Avaliagdo estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software OriginLab 2017. Para
os perfis de crescimento microbiano e producdo enzimatica entre as trés formas de
cultivo, as analises estatisticas foram avaliadas quanto a analise de variancia (ANOVA),
e a comparagdo de médias foi realizada pelo teste de Tukey, ambos num nivel de
confianca a de 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os estudos apresentados, a imobilizacdo em microparticulas de
alginato usando sistema microfluidico pode ser atraente para aplicagdes
biotecnoldgicas que busquem investigar as respostas celulares ao longo do tempo e
também o aumento de produtos de interesse. Apesar disso, a microfluidica tem como
limitacdo a baixa produtividade. Para amplificar a escala de produgdo em microfluidica,
estdo sendo projetadas plataformas com paralelizagdo de geometrias num Unico
sistema, gerando um processo continuo de producao (HOLTZE, 2013; TENDULKAR et
al., 2012). Diante disso, foram avaliadas novas configuracdes de sistema microfluidico
a fim de buscar estratégias de amplificacdo para aumentar a produtividade na geracao
microparticulas de alginato.

3.1 Sistema duplo de microfluidica para geragao de gotas

Neste trabalho, um sistema microfluidico duplo foi proposto e avaliado
quanto a sua eficiéncia de geracao de gotas e a reprodutibilidade de cada maédulo.
Nesta primeira etapa, a relacdo de vazdes para formagéo de gotas foi mantida em R =
0,2, uma vez que esta razéo foi dada como a melhor condicdo para imobilizacado de
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células em microcanais (Capitulo 4, secao 2.1.2). Desta forma, foi explorada a
capacidade maxima de vazao suportada pelos microcanais e o perfil de geragéao de
gotas por cada mdédulo, analisados quanto ao diametro e o coeficiente de variagao (CV)
para as vazdes impostas, como mostra a Figura 5.4.
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Figura 5.4: Perfil de geracao de gotas em cada médulo da plataforma de microfluidica em
funcao da vazao total de escoamento: A) diametro médio de gotas dos modulos 1 e 2, B) coeficiente
de variacao em diferentes vazoes.

Como pode ser observado na Figura 5.4 A o sistema microfluidico proposto

foi capaz de gerar gotas numa vazao maxima de 153,6 pL.min"!, sendo usadas vazdes

de 128 e 12,8 uL.min"! para as fases continua e dispersa, respectivamente.

Neste estudo em que foi mantida a razdo entre as vazdes (R = 0,2 —
somatoria das vazdes da fase dispersa pela vazao da fase continua), nota-se que os
mddulos microfluidica (1 e 2) apresentaram e mesmo perfil de tamanho de gotas, sendo
que os diametros das gotas tenderam a diminuir com o aumento da vazao da fase
continua. Além disso, a Figura 5.4 B, mostra a uniformidade das gotas geradas pelo
sistema duplo de microfluidica, sendo que para ambos os modulos o coeficiente de
variagao (CV) ficou abaixo de 5%, indicando assim a monodispersidade das gotas
geradas por este sistema microfluidico.

3.1.1 Anadlise comparativa de formagéo de gotas por sistema simples e duplicado

Apos avaliar a capacidade de formagéo de gotas em cada modulo, este

sistema microfluidico foi comparado a sua geometria em modo simples. Neste estudo,
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os sistemas foram avaliados quanto as caracteristicas de tamanho e polidispersidade
das gotas, como mostra a Figura 5.5.
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Figura 5.5: Formacdo de gotas pelo sistema simples gerador de gotas e a plataforma de
sistemas duplos de microfluidica em funcao de diferentes vazoes: A) perfil de didmetro médio de
gotas; B) perfil de variagdo de tamanhos, dado pelo coeficiente de variagao (CV).

A Figura 5.5 A, mostra que o perfil de geragao de gotas pelo sistema
duplo apresenta a mesma tendéncia que a versdo simples. No entanto, no sistema
simples nota-se que ha uma maior redug¢ao no tamanho das gotas conforme aumentam
as vazoes. Tal efeito pode ser atribuido a diferenca de comprimento dos microcanais,
que gera uma diferenca na resisténcia dos fluidos (ROMANOWSKY; ABATE; WEITZ,
2013). No sistema duplo, tanto os canais da fase dispersa quanto continua possuem
comprimentos maiores do que no sistema simples e isso gera uma diferenga na
resisténcia dos fluidos, reduzindo a velocidade com que as solug¢des atingem o canal
principal. Desta forma, no sistema duplo o efeito da vazao da fase continua sob o corte
das gotas é menor, ja que a velocidade neste caso é menor, resultando em gotas de
tamanhos maiores. Apesar disso, a variagdo em tamanho de gotas foi menor em vazdes
de até 55 uL.min"! e, acima disso, nota-se uma maior variabilidade nos tamanhos das
gotas devido a alta vazao da fase continua que gera uma instabilidade no processo de
geracao de gotas. Tal comportamento foi observado nos sistemas simples e duplo, o
qgue confere na reprodutibilidade dos sistemas (Figura 5.5 B).

Como o objetivo desta configuracdo consiste em dobrar a produtividade
da geracao de gotas comparada ao modo simples, os sistemas foram avaliados quanto
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a frequéncia de gotas geradas. Para isso, a geragao de gotas foi avaliada em diferentes
vazoes de solugdes e da frequéncia de gotas geradas, como mostra a Figura 5.6.
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Figura 5.6: Frequéncia de gotas geradas por segundo (Hz) em diferentes vazdes totais entre
os sistemas simples e a plataforma de sistema duplo.

A andlise da frequéncia de gotas geradas entre os sistemas mostra que a
produtividade do sistema duplo é maior do que o sistema simples quando é considerado
0 conjunto completo (mddulos 1 e 2). E, neste estudo, comparando a produtividade
entre os sistemas nota-se que a eficiéncia do sistema duplo foi maior em vazdes totais
de até 54 uL.min"'. Na vazdo maxima estudada, a qual foi definida pela capacidade do
sistema simples, ndo houve diferenga na produtividade em ambos os sistemas. Apesar
disso, nesta vazao as gotas apresentaram uma maior polidispersidade, indicado pelo
coeficiente de variagcao (CV) acima de 8%, como ilustrado na Figura 5.6.

Desta forma, analisando a produtividade e a distribuicdo do tamanho de gotas dos
sistemas nota-se que a operacao do sistema duplo teve uma produtividade de até 158%
maior (4,4 vezes) do que o sistema simples, tendo um CV abaixo de 5%, indicando a
homogeneidade das gotas.

3.2 Producgao de micropariculas de alginato para imobilizagao de células

microbianas

No processo de geragao de gotas de alginato na plataforma microfluidica de
gotas, as solugdes de alginato possuem uma viscosidade maior do que da agua e isso
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pode resultar num maior efeito de resisténcia. Além disso, para o processo de
imobilizagao de células microbianas as vazdes das correntes continuas e dispersas
devem ser amenas a fim de ndo gerar um possivel arraste das células. Diante disso, a
operacao da plataforma de sistema de gotas duplo foi avaliada quanto a formacao de
microparticulas de alginato e o processo de imobilizag&o de células microbianas. A
capacidade do sistema em formar microparticulas de alginato pode ser observada na
Figura 5.7.

Figura 5.7: Processo de geracdo de gotas e microparticulas de alginato produzidas em
plataforma dupla de microfluidica de gotas numa vazao total de Qr = 14 pL.min"! tendo uma
frequéncia de 100 Hz.

Como pode ser observada na Figura 5.7, a producao de gotas de alginato
teve a mesma caracteristica em ambos 0os moédulos da plataforma microfluidica, tendo
uma frequéncia total de 100 Hz. E, na condi¢do de operacao, usando uma vazao de 10
pL.min"' na fase continua e de 2 pL.min' (Qr = 14 uL.min"") para as solugdes da fase
dispersa, as particulas de alginato apresentam um didametro médio de 68,35 + 3,27 um
com uma polidispersidade de 4,78%. Além disso, foi obtido uma eficiéncia de 86% de
células imobilizadas em microparticulas de alginato, mostrando que as condicdes do
sistema ndo afetaram a processo de imobilizacdo. Sendo assim, pode ser considerada
a aplicacao desta plataforma microfluidica de gotas para imobilizagao de células com
aplicacdo em diversas investigacdes que seja necessaria uma produtividade do que os
sistemas simples.
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3.3 Cultivo de Bacillus subtilis nas formas livre e imobilizada

Os cultivos Bacillus subtilis NRRL B 14819 nas condicdes livre e imobilizadas em
macro e microparticulas de alginato foram conduzidos em sistema agitado e avaliados
os perfis de crescimento microbiano ao longo de 24 h, como pode ser observado na
Figura 5.8.
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Figura 5.8: Perfis de crescimento de células livres e imobilizadas em macro e microparticulas,
que o numero de células (N) foi normalizado em fungédo do numero inicial de células (N/No). A
concentracdo inicial de células para as trés formas de cultivo foi de 107 cel mL' e as barras de erro
representam o erro padrao de triplicatas independentes.

A andlise de crescimento microbiano apresentado na Figura 5.8, mostra que
as células imobilizadas pela técnica microfluidica tém o mesmo perfil de crescimento
que as outras formas de cultivo. Ainda assim, as velocidades especificas maximas de

crescimento (Umax) para cada tipo de cultivo foram determinados e a diferenga entre as
médias foi avaliada por meio de teste estatistico, como mostra a Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Comparagéo entre as velocidades especificas maximas de crescimento (LLmax)
do B. subtilis em cultivos com células livres, imobilizadas em macro e microparticulas de alginato.

Condicéo de Cultivo tmax (h™)

Células Livres 0,19+0,01b
Imobilizadas em Macroparticulas 0,09 +0,02a
Imobilizadas em Microparticulas 0,11 £0,01 a

*Comparagao de médias entre cada linha, onde valores com a mesma letra
indica que ndo sdo significativamente diferentes, ao nivel a de 5%, pelo
teste de Tukey
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A partir da Tabela 5.1 observa-se que n&do houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias das velocidades especificas maximas de crescimento
entre os cultivos com células imobilizadas em macro e microparticulas de alginato,
sendo de 0,09 + 0,02 e 0,11 £ 0,01 h™', respectivamente. Por outro lado, no cultivo com
células livres os substratos estdo mais acessiveis para consumo, se comparado com
as células imobilizadas, o que pode ter resultado numa maior velocidade especifica
maxima de crescimento (0,19 * 0,01 h'). Apesar disso, ao analisar o perfil de
crescimento nesta forma de cultivo, nota-se que houve um declinio no numero de
células apo6s 18 h que aponta para inicio da fase de morte celular (Figura 5.8). Tal fato
pode estar relacionado a exposi¢cédo ao cisalhamento do meio, podendo levar a morte
celular (ZHU, 2007).

Por outro lado, nas condigdes de cultivo com células imobilizadas em
microparticulas o crescimento celular se manteve até 24 h, enquanto que o perfil de
crescimento em macroparticulas foi até 18 h (Figura 5.8). Este comportamento pode
ser atribuido a diferenca em tamanhos entre as particulas de alginato, em que as
microparticulas apresentaram um diametro médio de 68,35 + 3,27 um e CV 4,78%,
enquanto que as macroparticulas tiveram um didmetro de 3,17 £ 0,46 mm com um CV
de 14,62%. A influéncia destes fatores ao desempenho celular se deve a relacao direta
com o transporte de nutrientes para o centro das particulas e, aléem disso, a limitacao
de transferéncia de matérias pode causar um acumulo de metabdlitos téxicos no interior
deste microambiente e afetar a viabilidade celular (RATHORE et al., 2013).

Desta forma, as células imobilizadas em particulas monodispersas e de
tamanhos micrométricos (microparticulas) tiveram melhores respostas de crescimento.
Sendo assim, o cultivo com células imobilizadas em microparticulas de alginato, usando
microfluidica de gotas, pode levar a uma melhor atividade celular e consequentemente
a uma maior obtencao de produtos associados ao crescimento do que na condicao em

células usando macroparticulas.
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