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RESUMO

A microfluidica é uma ciéncia que opera em pequenos volumes de fluidos
dentro de canais em dimensdes de micrometros (10° m). Estes sistemas permitem
controlar moléculas no espago e no tempo, gerando resultados rapidos e
confiaveis num sistema precisamente controlado e capaz de mimetizar ambientes
celulares. Os dispositivos microfluidicos apresentam uma diversidade de
geometrias aplicaveis para diversas areas de pesquisas, sendo que a capacidade
de formar gradientes permite avaliar as condicbes e o desempenho celular
microbiano. Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver dispositivos
microfluidicos capazes de formar gradiente de concentracédo difusivo e investigar
sua aplicabilidade em bioprocessos. Diante disso, foram propostos trés modelos
de dispositivos usando materiais biocompativeis: (i) dispositivo em base de vidro,
denominado de Vidro-vidro; (i) em base de vidro e poli dimetilsiloxano (PDMS),
chamado de Vidro-PDMS e (iii) vidro e PDMS modificado quimicamente para
tornar a superficie hidrofilica, Vidro-mPDMS. Os trés dispositivos foram avaliados
quanto a capacidade de formacéo de gradiente de concentracao difusivo, os quais
apresentaram um perfil linear. Além disso, validou-se o estudo do comportamento
de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 num gradiente de concentracdo de
glicose de 0 a 40 g/L de glicose, sendo usado o dispositivo vidro-vidro. Foi
observado que houve crescimento de células ao longo das camaras
microfluidicas, e isso possibilitou na determinacdo de parédmetros cinéticos, os
quais nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa com o cultivo em
batelada convencional. As condi¢des da microfluidica possibilitaram também a
determinacdo da cinética de Monod, usando menores intervalos de gradiente.
Portanto, este dispositivo microfluidico mostrou-se uma ferramenta com potencial
para investigar comportamento celular frente a diferengca de concentragdo e
contribuira para a otimizacdo de bioprocessos através da determinacao de

parametros cinéticos.
Palavras-chave: microfluidica, microbiorreator, bioprocessos.
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ABSTRACT

Microfluidic is a science that operates in small amounts of fluids inside
channels in dimensions of micrometers (10° m). These systems allow the precise
control of molecules in space and time, generating fast and reliable results and it
can also be used to mimics environment cellular . Microfluidic devices can be
produced in diversity of geometries, it can be applied in several scientific areas and
especially the formation of concentration gradients can be used to evaluate
conditions and performance of microbial cell. Therefore, this work had the objective
to develop microfluidic devices that are able to generate diffusive concentration
gradients and investigate their applicability in bioprocesses. In this context, we
propose three models of microfluidics devices using biocompatible materials: (i)
Glass-based device, named glass-glass; (i) glass and poli dimetilsiloxane (PDMS)
based device, Glass-PDMS and (iii) glass and chemically modified PDMS
(hydrophilic surface), Glass-mPDMS. The three devices were evaluated by their
capacity of generating difusive concentration gradient, demonstrating linear
concentration profile. Furthermore, the behavior of Saccharomyces cerevisiae
ATCC 7754 inside of glucose concentration gradient ranging from 0 to 40 g/L were
validated, using the glass-glass device . It was observed that cell growth along the
microfluidic chambers, having determined the kinetic parameters, which was
considered statistically similar to conventional batch cultivation. Conditions of
microfluidics also allowed determination of the Monod kinetic, using smaller
intervals gradient Therefore, the use of concentration gradient in microfluidic
device is a potential tool for investigate of microbial cell behavior against the
concentration difference and it can contribute to the optimization of bioprocesses

through the determination of kinetic parameters.

Key-words: microfluidics, microbioreactor, bioprocess.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Atualmente, diferentes areas de pesquisa buscam por tecnologias
inovadoras e que sejam aliadas a alta produtividade com menores custos e tempo
operacional. Nesta busca, a microfluidica € a ciéncia que aplica esses principios e
amplia as alternativas de estudos em diversos campos de pesquisas. Na
biotecnologia, a microfluidica esta sendo aplicada em diversas areas, em que o
desenvolvimento de sistemas pode contribuir para determinacdo de condicdes
ideais para uma reagao e otimizagdo de bioprocessos, sendo uma das grandes
promessas de microtecnologia.

A microfluidica utiliza um pequeno volume de amostras e reagentes (10° a
1072 L) que escoa por canais em escala micrométrica. Desta forma, os processos
de transferéncia de massa e calor sédo rapidos, as rea¢coes ocorrem em regime de
escoamento laminar e por isso simulam o microambiente celular. Tais
caracteristicas permitem o controle e manipulacao das moléculas no espago € no
tempo de forma precisa, o que viabiliza estudos com células, manipulando-as em
diferentes situac6es num ambiente controlado (WHITESIDES, 2006; RAHMAN et
al., 2009; SCHAPPER et al., 2009)

A microfluidica originou-se de outras ciéncias que buscavam novas técnicas
com resultados rapidos e confiaveis. A analitica foi a area mais influente, quando
Manz et al. (1990) apresentou a microfluidica para otimizar os métodos analiticos,
usando o termo micro-total-analytical systems (UTAS), também conhecido por Lab
on a chip. Enquanto que a microeletronica colaborou para a construgdo dos
dispositivos microfluidicos com a técnica de fotolitografia, uma técnica ja
consolidada na fabricacdo dos sistemas microeletrénicos em base de silicio
(WHITESIDES, 2006).

Posteriormente, outros suportes e métodos de construgao foram testados.
As técnicas de microfabricagdo impulsionaram a producdo de dispositivos
microfluidicos em diversas geometrias e tipos de materiais, configurados de
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acordo com a finalidade de cada pesquisa (MCDONALD &WHITESIDES, 2002). A
configuracdo de um dispositivo pode permitir, por exemplo, a separagdo e
manipulacdo de amostras, a geracao de gradientes de concentracbes e com isso
avaliar, inclusive, o comportamento celular frente ao gradiente de determinada
substancia (RAHMAN et al., 2009; KIM et al., 2010).

A microfluidica amplia ainda mais as possibilidades de estudos celulares,
uma vez que mimetiza o microambiente celular e a geracédo de gradiente permite
avaliar as células em diversas condigdes, principalmente células animais. Com
isso, microfluidica tem sido usada para monitorar o comportamento dindmico das
células, os mecanismos de respostas, desenvolvimento de novas técnicas de
isolamento e cultivo de células microbianas (WEIBEL et al., 2007).

Nestes estudos sdo usados dispositivos microfluidicos com o objetivo de
fornecer um ambiente promissor para cultivo celular, como os microbiorreatores
que atuam como biorreatores convencionais (EDLICH et al, 2010). Tais
dispositivos podem avaliar o comportamento biol6gico e a cinética das reacdes em
tempo real por meio de sistemas de sensores, reduzindo o tempo de ensaios
(ZHANG et al., 2007). Ainda, simulam opera¢cdées em macro escala, permitindo a
otimizagé@o de processos com maior eficacia in vitro do que as técnicas tradicionais
(SOMMER et al., 2008).

Sendo assim, a microfluidica mostra-se uma ferramenta importante para
diversas pesquisas em biotecnologia, com destaque para bioprocessos. Além
disso, os dispositivos microfluidicos possuem capacidade de formacao de
gradientes de concentracdo que contribui para os estudos em microbiologia
industrial, avaliando o comportamento celular frente a diferentes concentracdes de
substrato.

Desta forma, este trabalho visa o emprego da microfluidica para realizar
andlises de etapas iniciais em bioprocessos com resultados mais rapidos do que
as técnicas atuais. No entanto, o estudo de células microbianas em dispositivos
microfluidicos ainda esta nos primeiros estagios de desenvolvimento e esforcos
sd0 necessarios para o estabelecimento de novas estratégias que possam
contribuir nas etapas de desenvolvimento destes processos.
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2 OBJETIVOS

A proposta deste trabalho consistiu em projetar, construir e desenvolver
dispositivos microfluidicos capazes de gerar gradiente de concentracao difusivo e
investigar a aplicabilidade desta tecnologia em bioprocessos.

A prova de conceito consistiu em avaliar o crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 em um ambiente contendo um gradiente
de concentracado difusivo, sendo usado a glicose como substrato limitante, no
sistema microfluidico e em condicdo anaerdbia. Este crescimento celular foi
também comparado com cultivo convencional em batelada, tendo as mesmas

condicdes usadas na microfluidica.

Para alcancar estes objetivos, as seguintes etapas de pesquisa foram
estabelecidas:

Projetar diferentes dispositivos microfluidicos: estrutura-los de forma a

induzir a formacdo de gradiente de concentragédo difusivo e definir os materiais

que sejam aplicaveis ao estudo com células microbianas em condi¢cdao anaerdbia.

Construir, montar os dispositivos e determinar as condicoes operacionais:

construir os dispositivos, estabelecer as faixas operacionais de concentracédo de
glicose e as vazdes para geragao de gradiente de concentracao difusivo estavel.

Operacéao do sistema microfluidico com Saccharomyces cerevisiae: a partir

dos dispositivos criados, escolher o dispositivo que apresentou melhores
propriedades em termos de geracdo de gradiente de concentracdo, observar e
quantificar o crescimento celular neste ambiente (variando a concentragdo do
substrato limitante, a glicose). A partir das curvas de crescimento, comparar 0s
dados cinéticos obtidos por sistema microfluidico com o cultivo convencional em

batelada.
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3 ORGANIZAGCAO DA DISSERTACAO EM CAPITULOS

Os resultados dos objetivos da presente dissertacdo estdo organizados em
capitulos, a fim de apresentar didaticamente a constituicdo deste trabalho.

O capitulo 2 abordara o estado da arte da microfluidica baseado em
gradiente de concentracao e as diversas aplicacdes em biotecnologia.

O capitulo 3 mostrara os modelos de dispositivos microfluidicos que foram
desenvolvidos e as etapas de construgéo destes sistemas, além da validacdo do
gradiente de concentracao linear.

Ja o capitulo 4 apresentara a utilizacdo de um dos dispositivos propostos,
para avaliar o comportamento da Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 num
gradiente de glicose e verificar se os parametros cinéticos obtidos na microfluidica
sdo semelhantes ao processo de cultivo convencional.

Por fim, serdo relatadas as conclusdes gerais deste trabalho e as sugestdes
para trabalhos futuros usando estes modelos de sistemas microfluidicos.
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CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 MICROFLUIDICA: PROPRIEDADES E APLICACOES EM BIOTECNOLOGIA

Microfluidica trata-se de uma area inovadora e aplicada a diversas ciéncias
com o intuito de avancar as tecnologias existentes. A funcionalidade dos
dispositivos microfluidicos tem atraido o interesse entre os pesquisadores de
diversas areas (BARRY &IVANOV, 2004; WHITESIDES, 2006), que variam desde
o desenvolvimento de técnicas analiticas (Lab on a chip) ao conhecimento de
reagdes complexas numa escala micrométrica (SOMMER et al., 2008).

A microfluidica opera com pequenas quantidades de fluidos dentro de
microcanais, tendo geometrias que influenciam na dindmica dos fluidos (BEEBE et
al., 2002). Além disso, o comportamento dos fluidos se deve a interagéo entre os
diversos fenémenos fisicos: difusdo, conveccao, forgas interfaciais, capilaridade e
viscosidade; e também as forcas de superficie, relacionadas as caracteristicas de
serem hidrofébicas ou hidrofilicas. Tais conceitos fisicos sdo importantes ao
estabelecer o objetivo de cada pesquisa (SQUIRES & QUAKE, 2005).

Existem numeros adimensionais que caracterizam o comportamento dos
fluidos, sendo usados na microfluidica, principalmente, o nimero de Reynolds
(Re), que determina o limite entre o regime laminar e turbulento, e o nimero de
Péclet (Pe) que é utilizado para definir a dindmica do processo de mistura, sendo
definido pela razdo entre a conveccao e a difusdo. Esses, dentre outros numero
adimensionais, sao utilizados na avaliacdo do escoamento de fluidos dentro de
microcanais (BEEBE et al., 2002; SQUIRES &QUAKE, 2005).

No ambiente microfluidico as reac¢des sédo rapidas e precisas, devido ao
pequeno tamanho da sec¢éo transversal e ao escoamento em regime laminar, uma
vez que possui um baixo numero de Reynolds (Re <100) e o processo de
transporte de massa que ocorre principalmente pela difusdo (SQUIRES &QUAKE,
2005). Por isso, é possivel a manipulagdo de moléculas no tempo e no espaco de

forma a proporcionar condicdes estaticas e dinamicas para investigar reacdes e
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interagOes entre as células como ocorrem num sistema in vivo ou em condigdes
adversas (WHITESIDES, 2006; TAVANA et al., 2008). Isso aponta a relevancia da
microfluidica em estudos biotecnolégicos, por simular um sistema in vivo
(TAVANA et al., 2008).

1.1 Aplicacoes em biotecnologia

A microfluidica apresenta diversas vantagens para aplicagdes
biotecnologicas. Nesta area, o maior impulso da microfluidica esta direcionado as
pesquisas em genbmica, protedmica e metaboldmica, pois o alto custo de
equipamentos para processamento e analises de DNA e RNA torna a microfluidica
uma alternativa viavel, devido a confiabilidade e rapidez dos resultados
(WHITESIDES, 2006; FREDLAKE et al., 2008).

Dentre outras aplicacbes, as pesquisas visam também monitorar o
desenvolvimento de células animais em situacdes ideais (CIMETTA et al., 2013),
sequenciar o DNA em eletroforese microchip e realizar analises de expressao
génica, com um desempenho maior do que as técnicas convencionais
(FREDLAKE et al., 2008), bem como, avaliar o comportamento de novos farmacos
em células animais (YE et al., 2007). Além do desenvolvimento de processos,
como na construcdo de sistemas nao virais para terapia génica (BALBINO et al.,
2013).

Outra area em que a microfluidica mostra-se promissora na biotecnologia é
na microbiologia industrial. O interesse em estuda-la por meio da microfluidica tem
crescido nos ultimos anos, devido aos diversos campos de pesquisa que podem
ser beneficiados por esta ferramenta (WEIBEL et al., 2007), incluindo: a
imobilizacdo de células e avaliacdo de processos de biocatalise (STOJKOVIC
&ZNIDARSIC-PLAZL, 2012); dispositivos para investigar a producdo de
metabdlitos secundarios (RAHMAN et al.,, 2009) e sistemas que permitem o
crescimento celular com andlises de densidade celular de bactéria, fungos e algas
em dispositivos com sensores integrados (AU et al., 2011).
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Em bioprocessos, a microfluidica tem sido usada também para monitorar o
crescimento celular e inovar as técnicas de cultivo, realizar analises dindmicas das
populacbées e morfologia das células microbianas a fim de aumentar a
produtividade em bioprocessos. E ainda investigar como ocorrem as respostas
celulares no seu microambiente em menor tempo de ensaio (SOMMER et al.,
2008; STOJKOVIC &ZNIDARSIC-PLAZL, 2012).

1.2 Avancos em bioprocessos através da microfluidica

Os bioprocessos consistem na obtencado de produtos a partir de reacoes
bioquimicas onde estédo envolvidas enzimas e/ou células microbianas, tratando-se
de etapas essenciais nos processos industriais. Os micro-organismos sa&o 0s
principais responsaveis pelo processo de biocatélise para a biotransformacao de
metabdlitos primarios, como aminoacidos, vitaminas e etanol, e os secundarios,
como os antibiéticos (DORAN, 1995). Devido a sua alta aplicabilidade industrial, a
biotecnologia busca o alto rendimento e produtividade dos processos por meio de
rastreamento, selecdo e otimizagdo das condigbes para as cepas microbianas
(HEGAB et al., 2013).

Em escala industrial, os micro-organismos sdo cultivados em biorreatores
com volumes que chegam a milhares de litros. Entretanto, as condigbes ideais
para o crescimento microbiano e/ou formagédo de produtos sdo determinados em
menor escala laboratorial e piloto. Sendo assim, o processo inicial de estudo dos
processos fermentativos se da por meio de pesquisas que demandam de grandes
quantidades de amostras, analises quimicas e tempo (KUMAR et al., 2004). Além
disso, tais ensaios de investigacdo para bioprocessos levam a producédo de
residuos, pois as etapas sao escalonadas desde tubos de ensaios, passando por
Frascos Erlemmeyer de volumes que variam entre 25 mL a 5 L e biorreatores de
bancada com volumes de 1 a 30 L (Figura 1). Ainda, os ensaios estdo sujeitos a
diversos interferentes, possiveis contaminagdes cruzadas, demandam de maior

quantidade de energia devido ao tamanho dos equipamentos envolvidos e nao
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sao passiveis de realizagao de ensaios em paralelo (KUMAR et al., 2004; ZHANG
etal., 2007; AU et al., 2011; HEGAB et al., 2013).
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Figura 1: Evolugéo das etapas de bioprocessos para os experimentos de rastreamento e avaliagao
das cepas: cultura de células microbianas em meio sélido; adaptacdo das cepas em meio liquido;
selecdo de micro-organismos e determinagdo de parametros cinéticos em reatores de bancada;
aumento de escala. Adaptado de Hegab et al. (2013).

Diante disso, existe a necessidade de desenvolver sistemas que sejam
precisamente controlados e que acelerem as etapas de investigacdo dos
bioprocessos. Nesse sentido, a microfluidica possui o potencial para tal
otimizagéo, pois a biossintese é rapida e eficaz, tendo as condigbes similares aos
processos industriais, permitindo a avaliacdo paralela dos experimentos. Além
disso, 0s microbiorreatores possibilitam a andlise em tempo real, quando
integrados com sistemas de sensores (EL-ALI et al., 2006; RAHMAN et al., 2009;
SCHAPPER et al., 2009)

A contribuicdo da microfluidica para bioprocessos foi demonstrada por
Schéapper et al. (2010). Para isso, foi proposto um dispositivo microfluidico circular
com sistemas sensores para o cultivo de células em suspenséao, tanto no modo
continuo como em batelada. A fim de avaliar o dispositivo para bioprocesso
utilizaram células de Saccharomyces cerevisiae, onde mostraram que a partir de
microbiorreatores pode-se determinar a faixa de pH, temperatura, aeracao,
oxigénio dissolvido (OD) e a perda de agua ao longo do tempo (Figura 2).
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Figura 2: Dispositivo microfluidico com sensores integrados para otimizagdo em bioprocessos: (1)
entradas para medir pH e OD; (1) sensor para OD; (lll) tubo de fibra éptica; (IV) agitador magnético
livre na cdmara do dispositivo. Adaptado de Schapper et al. (2010).

Ja no trabalho de Balagaddé et al. (2005) um microbiorreator foi usado para

monitorar o crescimento e comportamento de células de Escherichia coli, por

longo periodo de tempo, utilizando uma pequena populagédo celular. Tal sistema

viabiliza as andlises de densidade celular e as alteragbes morfolégicas durante o

processo de reacdo. Enquanto que em biorreatores, a alta demanda de reagentes

e a populacdo densa de bactérias torna invidvel o estudo de comportamento

celular nesta escala (Figura 3).
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Figura 3: Dispositivo do tipo quimiostato (reator de tanque continuo) para crescimento microbiano:
a) geometria do dispositivo com seis microquimiostatos, b) estrutura do microquimiotato e a camara
circular para o crescimento celular. Adaptado de Balagaddé et al. (2005).
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Além dos sistemas de sensores, 0os microbiorreatores podem ser integrados
com sistema de agitacdo. No trabalho de Zhang et al. (2007) o microbiorreator
utilizado possui, além de sensores para deteccdao de pH, densidade e oxigénio
dissolvido, um agitador magnético em miniatura. Desta forma, o microbiorreator
apresenta uma relacdo bem definida com os biorreatores, o que permitiu
correlacionar os resultados obtidos nas mesmas condi¢gdes operacionais. Este

microbiorreator foi testado com células de Escherichi coli (Figura 4).

a) : microbioreactors :
detectors : LEDs
% 1 L /‘:. mf.f:j‘ I SR /c - b

Figura 4: Microbiorreator com sensores e agitador: a) representacao esquematica de
microbiorreator com sistemas de sensores e agitador magnético integrado ao sistema para cultivo
de células de Escherichia coli; b) apresentacdo do microbiorreator. Adaptado de Zhang et al.
(2007).

Com isso, a microfluidica vem contribuindo para a investigacao das reacoes
em bioprocessos. No entanto, ainda ha poucos trabalhos utilizando esta tecnologia
para selecionar cepas, fontes de nutrientes, determinar parametros cinéticos, bem
como as condicdes de temperatura e pH, que sao fatores que podem aumentar a
produtividade de bioprocessos. Além de reduzir o trabalho intenso em laboratério

e 0S erros inerentes as etapas de manipulacao, a diversidade vista em geometrias
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de dispositivos microfluidicos pode contribuir com novas estratégias de estudos
em processos biotecnoldgicos (SCHAPPER et al., 2010; HEGAB et al., 2013).

Diante disso, nota-se que a variedade em geometrias e a insercdo de
componentes dos sistemas microfluidicos, tais como técnicas de misturas,
bombeamento, estratégias que permitem a manipulagdo de amostras e geracao
de gradientes sao propriedades que ampliam as possibilidades de estudos com as
células em microfluidica (WEIBEL &WHITESIDES, 2006). Assim como as técnicas
de construcdo e os materiais utilizados nos dispositivos que podem contribuir para
0 avango de estudos biolégicos a um nivel de microescala.

2 CONSTRUCAO E MATERIAIS DE DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS

As técnicas em microfabricacdo tem avancado cada vez mais as
possibilidades de configuracées de dispositivos microfluidicos, que sao definidos
de acordo com o objetivo de cada pesquisa, de forma a contribuir com os estudos
biotecnol6gicos na microfluidica (SOMMER et al., 2008).

Os dispositivos microfluidicos sao construidos, na maioria das vezes, a
partir de uma placa de vidro, bolacha de silicio, polimeros como o poli
dimetilsiloxano (PDMS) e poli metilmetacrilato (PMMA) (SATO &KITAMORI, 2010).
O método mais usado para obter a geometria dos microcanais é a fotolitografia,
que consiste na transferéncia da imagem de uma mascara para uma bolacha de
silicio através da incidéncia de luz (MCDONALD &WHITESIDES, 2002).

Os primeiros dispositivos microfluidicos foram construidos em suporte de
silicio, como usado nas técnicas de fabricagdo em microeletrénica. Mas por ser
um material caro e opaco a luz visivel e ultravioleta, logo foi substituido pelo vidro
que é transparente e também se liga facilmente a outros materiais (SOMMER et
al., 2008). Porém, devido a impermeabilidade aos gases e a rigidez para insercao
de componentes de microanalises, que inviabilizam alguns ensaios, foram

empregados os polimeros elastoméricos que se comportam como um soélido
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elastico, mantém a sua estrutura moldada apds a cura e permite as trocas
gasosas (WHITESIDES, 2006; SOMMER et al., 2008).

A composicao dos dispositivos microfluidicos é determinada em fungéo das
necessidades de cada aplicacdo, dependendo das caracteristicas e da
biocompatibilidade do material utilizado. Ainda, a metodologia de constru¢cao dos
microcanais é aplicada de acordo com o material empregado que, em geral, sao
baseados na técnica de fotolitografia.

Os dispositivos microfluidicos construidos em placas de vidros sao
adequados para varias aplicacdes, devido a estabilidade quimica e fisica, a
biocompatibilidade e por se tratar de um material transparente, hidrofilico e
impermedvel aos gases. Tais caracteristicas s&o importantes para estudos
bioldgicos que necessitam de condi¢gdes anaerdbias e mobilidade de particulas,
devido a propriedade hidrofilica do vidro e as células ndo se aderirem pela
caracteristica de hidrofobicidade celular (SATO &KITAMORI, 2010; NGE et al.,
2013).

Em geral, os microcanais de dispositivos em vidro sdo construidos pela
técnica de fotolitografia por corrosdo umida. Esta técnica consiste no processo de
fotolitografia em vidro e depois, este é submetido a corrosdo com solucao de acido
fluoridrico (HF) e a profundidade do canal é determinada pelo tempo de contato
com o &cido. A finalizagao do dispositivo € feita por colagem (soldagem térmica ou
através do emprego de resinas) de duas placas vidros, constituindo as
microestruturas (STJERNSTROM &ROERAADE, 1998; GROVER et al., 2003;
SATO &KITAMORI, 2010). Além desta técnica, atualmente, a fabricacdo dos
microcanais em vidros pode ser feita também por ablacdo usando sistemas de
laser de di6xido de carbono (COy) (FU et al., 2013).

Entre os polimeros, o PDMS é o mais utilizado e apresenta as seguintes
caracteristicas: estabilidade térmica e flexibilidade, aderéncia reversivel a outras
superficies, biocompatibilidade com fluidos bioldgicos, hidrofébico, atéxico, duravel
e a permeabilidade gasosa ja é conhecida, sendo o coeficiente de difusdo de
oxigénio de 41x10° cm?/s e para o di6xido de carbono, 26x10® cm?/s, sendo os
coeficientes de difusdo obtidos a 308 K (CHARATI &STERN, 1998). Estas
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caracteristicas permitem a aplicacdo deste polimero em sistemas de cultivo celular
em ambiente microfluidico e de baixo custo para a fabricagdo (MCDONALD
&WHITESIDES, 2002; SIA &WHITESIDES, 2003).

Embora seja altamente aplicavel a microfluidica, o PDMS possui
caracteristica hidrofobica e é capaz de adsorver pequenas moléculas hidrofébicas
em sua superficie, o que afeta, por exemplo, a cinética da reacéo e o resultado
final de um processo biologico (SIA &WHITESIDES, 2003). Por isso, estratégias
que envolvem combinacao de polimeros e poli (etileno glicol) em multicamadas
absorvidos ao PDMS (SCHMOLKE et al., 2010) e o uso de tensoativo no meio de
cultivo celular (AU et al., 2011) sado usadas para reduzir a aderéncia de células
animais e microbianas e proteinas as superficies hidrofébicas.

Outra possivel desvantagem do PDMS ¢ a permeabilidade gasosa, fazendo
com que a taxa de transferéncia de oxigénio possa ser um empecilho para o
cultivo de células anaerdbias (WALKER et al., 2002; MEHTA et al., 2007). Neste
caso, é possivel adaptar os dispositivos, utilizando uma base de vidro para impedir
a permeabilidade de gases (ATENCIA et al., 2012) ou revestir o dispositivo de
PDMS com outro polimero, como o parileno C (polimero com propriedades de
barreiras), para aumentar a resisténcia a transferéncia de oxigénio (MEHTA et al.,
2007). No entanto, o PDMS é aplicavel a diferentes dispositivos por permitir
manipulagdes na sua estrutura quimica.

Esta versatilidade dos dispositivos permite além de estratégias geométricas,
a integracao de componentes que podem empregar sensores para controlar faixas
de pH (BUCHENAUER et al, 2009), misturadores de solu¢gbes dentro dos
sistemas (AU et al, 2011) e geometrias que podem formar e intensificar a
convecgao com solugdes viscosas (XIA et al., 2010) ou formacao de gradientes de
concentracdo (ATENCIA et al., 2012) dentro dos microcanais.

A composicao e estrutura dos dispositivos microfluidicos sao determinantes
inclusive para aperfeicoar processos em grande escala, pois a tecnologia em
microescala atua como uma ferramenta para analisar precisamente os fatores

importantes de uma reacao.
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3 DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS COM FORMACAO DE GRADIENTES DE
CONCENTRACAO

As geometrias dos sistemas microfluidicos sao variadas de acordo com as
aplicacées. Recentemente, uma estratégia que vem sendo investigada é a
utilizacao de dispositivos capazes de gerar gradientes de concentracdo para
observar o comportamento de células animais ou microbianas (KIM et al., 2010).
Como exemplo, identificar a faixa critica em que ocorre a toxicidade de uma
célula, quando esta é submetida a variagbes de concentragdes conhecidas de
determinado reagente téxico (ATENCIA et al., 2012).

A importancia de estudar as respostas celulares em modo dindmico e
complexo como acontece no sistema in vivo foi apresentada no estudo de Cimetta
et al. (2013). Estes autores utilizaram dispositivo microfluidico com formacgéao de
gradiente de concentragdo para analisar o comportamento de corpos embribides,
obtidos a partir de embrides humanos e células tronco pluripotentes induzidas,
submetidos em diferentes concentracdes de fatores moleculares a fim de entender
o desenvolvimento de tecidos.

Existem também estudos que visam interpretar os sinais bioquimicos das
células quando submetidas a ambientes com concentracées de determinado
reagente que varie no espago e no tempo. No entanto, o sucesso destas
aplicac6es depende da construcao de dispositivos microfluidicos capazes de gerar
gradientes de concentragcado estaveis e similares ao que ocorre em sistemas in vivo
(SCHAPPER et al., 2009; KIM et al., 2010).

Sob o ponto de vista de projeto de sistemas microfluidicos, diversas
estratégias sdo reportadas na literatura com geometrias capazes de formar
gradientes de concentracéo. Os tipos de gradientes podem ser divididos em duas
categorias:

(i) Gradiente baseado em escoamento: em que a formacgédo do gradiente

ocorre por meio da contribuicdo convectiva (ou adveccéao), pela prépria presenca

do escoamento laminar e,
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(i) Gradiente baseado em difusdo: o qual depende do transporte de

moléculas apenas por difusdo molecular, sem a presenca de escoamentos.

A principal diferenca entre estas duas categorias é a presenca direta do
escoamento na regido onde o gradiente de concentracédo é formado (KIM et al.,
2010).

3.1 Gradiente baseado em escoamento

No sistema de gradiente baseado em escoamento, a formacao de
gradientes de concentracdo é gerada a partir do contato de duas correntes
independentes que possuem concentragdes diferentes de um determinado soluto.
O baixo numero de Reynolds e a configuragdo dos microcanais, principalmente
em formato de Y ou T, permitem a justaposi¢do destas duas correntes, iniciando
um processo de mistura. Neste processo, a difusdo molecular predomina em
sentido transversal ao escoamento e gera um gradiente de concentracédo
perpendicular a direcdo do fluxo (ISMAGILOV et al., 2000; KIM et al., 2010)
(Figura 5). O escoamento imposto também contribui para a mistura das correntes,
através da conveccao (ou adveccao).
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Figura 5: Esquema de dispositivo microfluidico capaz de formar gradiente de concentragao
baseado em escoamento. As correntes misciveis, contendo as solugbes de fluo-3 e CaCl,, em
correntes de entrada independentes, sao injetadas em um microcanal. A medida que ocorre a
mistura, os produtos da reagao entre os componentes gera um complexo fluorescente, permitindo
a caracterizacao do processo de mistura em fungéo das velocidades de escoamento. Adaptado de
Ismagilov et al. (2000).

Ismagilov et al. (2000) utilizaram um dispositivo microfluidico em formato de
Y (com duas entradas) e injetaram duas solugdes diferentes, fluo-3 e CaCl,, para
mostrar esse processo de mistura. Quando as solugdes entraram em contato,
reagiram e formaram um complexo fluorescente (Figura 5) e assim, se pbde
avaliar a influéncia da velocidade média de escoamento no processo de mistura.
Neste caso, quando o sistema opera em regime permanente, foi observado que o
tamanho da regido de mistura (identificada pela fluorescéncia) reduz conforme se
aumenta a velocidade de escoamento (Figura 5).

Considerando a presenca de perfis de velocidade parabdlicos, pela propria
caracteristica de escoamento laminar, a distribuicdo dos reagentes em uma
determinada secao transversal do microcanal é funcdo da velocidade do
escoamento (CHEN &LAM, 2004). Desta forma, para que haja gradiente de
concentragdo uniforme é necessario um sistema de mistura bem definido (KIM et
al., 2010), como as redes de microcanais. Tal sistema consiste na divisdo das

correntes, mistura e recombinagdo das correntes de solugbes para formar o
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gradiente de concentracdo com distribuicio homogénea (JEON et al., 2000;
DHUMPA &ROPER, 2012) (Figura 6).

O trabalho de Jeon et al. (2000) apresenta um dispositivo microfluidico com
sistema de mistura por rede de microcanais. O dispositivo € composto por trés
entradas, onde sado inseridas diferentes concentragdes de solu¢des que percorrem
o sistema de redes e os fluxos sé@o divididos e misturados. Ao final do sistema de
rede, cada canal possui diferentes proporcdes das solugdes inseridas, as quais
s&o reunidas num unico canal que gera o gradiente de concentracao baseado no
escoamento com distribuicdo homogénea das concentragdes (Figura 6).

Inlets

Flow

— <«+—— Gradient

Outlet

Figura 6: Geometria de rede de microcanais como sistema de mistura de difusao para formagao
de gradiente baseado em escoamento. Adaptado de Jeon et al. (2000).

Além destes dispositivos (Figura 6) misturarem homogeneamente as
solugdes em cada corrente de escoamento e controlarem os gradientes de
concentracao, as estruturas em redes de microcanais viabilizam as pesquisas de
quimiotaxia, que se refere a migracdo celular em fungdo das modificagbes
quimicas ocorridas no microambiente ao longo do tempo (FRIEDRICH et al,

2012). Porém, nestes sistemas as células livres estdo expostas a tensdo de
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cisalhamento e o escoamento pode interferir tanto no direcionamento celular como
no arraste de metabdlitos (WALKER et al., 2005).

A influencia do fluxo laminar sobre a migracdo celular e a tensdo de
cisalhamento em células foi estudado por Walker et al. (2005). Neste trabalho,
avaliaram o processo de quimiotaxia de células de leucemia humana (HL60) em
funcdo de diferentes velocidades de escoamento nos microcanais e a distancia
percorrida pelas células. Analisando a mobilidade celular, notou-se que taxas
maiores de fluxos influenciam significativamente na distancia percorrida pelas
células livres devido a forga de arraste. Sendo assim, o fluxo pode ser uma
caracteristica indesejavel para estudos que envolvem migracdo celular, o qual

esta presente em sistemas com gradiente baseado em escoamento.

3.2 Gradiente baseado em difusao

Ja nos dispositivos microfluidicos com formacgéao de gradiente baseados em
difusdo, o transporte de matéria é puramente difusivo e ndo ha escoamento na
regido onde o gradiente de concentragédo é estudado, viabilizando os estudos com
células livres. Neste caso, a formacao do gradiente de concentracao depende da
difusividade da molécula de interesse e da configuracdo dos microcanais. Os
sistemas sdo simples, compativeis com experimentos de alto rendimento e o
ambiente é propicio para estudos ao nivel molecular (KIM et al., 2010)

Saadi et al. (2007) apresentaram um dispositivo microfluidico capaz de
gerar gradiente de concentracdo baseado em difusdo para cultura de células
animais. Para demonstrar a eficiéncia do sistema, utilizaram células de neutréfilos
para investigar a migracao celular quando submetidas a diferentes concentracdes
de solugdes quimioatrativas. Neste caso, a formacao de gradiente ocorre em
camaras onde ndo ha um escoamento, mas através do contato com canais de

escoamento livre € possivel observar o comportamento celular (Figura 7).
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Figura 7: Dispositivo microfluidico capaz de formar gradiente baseado em difusdo. Adaptado de
Saadi et al. (2007).

O trabalho de Atencia et al. (2012) mostra um sistema microfluidico com
formacao de gradiente baseado em difusdo para estudar os sinais bioquimicos de
células ao longo do tempo. O dispositivo é construido em dois niveis, sendo
possivel a formagao tanto de gradiente baseado em escoamento como de difusao.
No nivel superior, duas correntes de solugdes com concentragbes diferentes
acessam o nivel inferior, onde é formado gradiente puramente difusivo e onde
ocorre 0s ensaios com células. Neste dispositivo, os autores avaliaram as
respostas quimicas de células VERO (células do epitélio renal de macaco-verde
africano, Cercopithecus aethiops) na presenca de perfis de concentracdo
cicloheximida, uma toxina que inibe a sintese de proteinas verdes fluorescentes
(GFP) inseridas nestas células (Figura 8). Além disso, estes autores
demonstraram que na camara inferior, o gradiente de concentragéo gerado possui
perfil linear (ATENCIA et al., 2012).
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Figura 8: Dispositivo microfluidico com formacao de gradientes de concentragao: a) apresentagao
do dispositivo construido em dois niveis; b) nivel superior para o escoamento de duas correntes de
solugdes e com formagao de gradiente baseado em escoamento e, ¢) nivel inferior, para gerar
gradiente de concentracao difusivo e avaliar o comportamento celular ao longo do tempo € em
funcéo da concentracao de determinado reagente. Adaptado de Atencia et al. (2012).

Estas configuragdes de dispositivos microfluidicos capacitam a formacéao de
gradientes de concentragdo, usados para interpretar a mobilidade celular e
analisar as fungdes e o comportamento de células animais e de micro-organismos.
Isto leva a entender os mecanismos fundamentais de respostas imunoldgicas,
interacdo entre células e os tratamento para doencas que envolvem migracao
celular (TAVANA et al., 2008; KIM et al., 2010)

4 UTILIZACAO DE GRADIENTES DE CONCENTRAGAO EM DISPOSITIVOS
MICROFLUIDICOS PARA ESTUDOS COM CELULAS

A formacédo de gradientes de concentracdo bem definidos nos microcanais
trata-se de uma caracteristica que nao pode ser obtida em macroescala e
importante nos estudos de células, pois possibilitam as pesquisas que visam
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conhecer ou determinar os niveis de concentracdo ou a quantidade de consumo
de biomoléculas que sao fundamentais para o metabolismo celular (EL-ALI et al.,
2006; SAHAI et al., 2011).

Além disso, a capacidade de exercer controle sobre as células em escala
micrométrica permite também investigar populacbes e também observar
precisamente células individuais (TAVANA et al., 2008; VAN NOORT et al., 2009).
Existem pesquisas em diferentes estadgios de desenvolvimento tanto para células
animais como para células microbianas.

Assim, os dispositivos microfluidicos com capacidade de formacdo de
gradientes de concentracdo podem ser empregados para otimizar processos
biotecnoldgicos, com resultados mais rapidos e confiaveis para determinacao de
parametros e selecdo de faixas 6timas de crescimento celular. Ainda, pode-se
considerar a aplicagcdo dos resultados obtidos com a microfluidica em escala

industrial.

4.1 Emprego de gradiente de concentracao para células animais

Os dispositivos com formacgéo de gradientes de concentracao, baseado em
escoamento ou em difusdo, estdo sendo usados para compreender diversas
reacoes celulares. No estudo apresentado por Ye et al. (2007), o dispositivo com
gradiente baseado em escoamento é usado para triagem celular, o qual consiste
em redes de microcanais para gerar perfis de varios farmacos e com camaras de
cultura celulares em cada nivel de concentracdo. Neste dispositivo sao
mensurados diversos parametros de respostas celulares de carcinoma de figado

humano em funcéo de diferentes concentragdes de farmacos (Figura 9).
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Figura 9: Microfluidica com formagao de gradiente de concentragdo baseado em escoamento: a)
sistema multiplo de redes de microcanais, onde ocorre a diluicdo de solugcéo e formacéo de
gradiente; b) rede de microcanais e camara de cultivo de células. Adaptado de Ye et al. (2007).

Além da interacdo entre células-moléculas, a formacdo de gradientes
permite entender a interagdo e o comportamento entre as células-células do corpo
humano frente ao gradiente biomolecular. O trabalho de Jones et al. (2012)
estudou a influéncia mutua entre neutréfilos e mondcitos (que sao células
responsaveis pela defesa do organismo) que migram em resposta a varios
compostos quimicos. O comportamento destas células foi avaliado em um
dispositivo microfluidico capaz de reproduzir ambientes criticos de uma inflamacéo
local, em camaras de quimiotaticos com diferentes concentracées de estimulos
inflamatérios. Por difusdo molecular, as células de defesa migram para estas

camaras onde podem ser quantificadas (Figura 10).
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Figura 10: Estrutura de sistema microfluidico para avaliar o comportamento de células de defesa
do organismo (neutréfilos e monécitos) em resposta a uma inflamacao local. Adaptado de Jones et
al. (2012).

Assim, a microfluidica tem contribuido com o0 avangco nas pesquisas
bioldgicas em funcédo da sensibilidade dos resultados e das diversas estratégias
que podem ser aplicadas as células animais, tais como a interacdo, respostas
celulares frente a modificacbes quimicas, mobilidade e efeito de farmacos sobre
as células. Além de reduzir consideravelmente o tempo de analises e a
necessidade de amostras, bem como a possibilidade de estudos entre células
animais e microbianas (WHITESIDES, 2006; VAN NOORT et al., 2009).

4.2 Emprego de gradiente de concentracao para células microbianas

Os dispositivos com capacidade de formar gradientes de concentragcao
podem simular sistemas adequados para o cultivo celular. No trabalho de
Groisman et al. (2005) é apresentado um dispositivo microfluidico do tipo
quimiostato e com caracteristica de formacdo de gradiente baseado em
escoamento e mistura por rede de microcanais. O dispositivo & usado para
acompanhar o crescimento microbiano a partir de uma Unica célula de Escherichia
coli, determinando sua viabilidade celular em fungédo da temperatura e demandam

de nutrientes.
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Outra area influente na microbiologia é o uso dos microcanais para avaliar a
quimiotaxia microbiana (WEIBEL et al., 2007). No trabalho de Atencia et al. (2009)
o estudo de quimiotaxia bacteriana é feito por meio de um dispositivo circular que
permite a formagao, simultanea, de varios gradientes de concentracdo em fluxo.
Em funcédo dos diferentes perfis de fonte de carbono que se forma no interior do
sistema € possivel observar a quimiotaxia e compreender as respostas quimicas

das células frente a concentracdo de substrato (Figura 11).

a) b) Omin 1 Glucose at port 3

JOmin -4

‘4 Introduction of bactenia

Source

Figura 11: Dispositivo microfluidico para avaliar quimiotaxia bacteriana: a) geometria do dispositivo
microfluidico circular, b) o efeito da quimiotaxia bacteriana em fungao da concentracao de glicose.
Adaptado de Atencia et al. (2009).

Além dos mecanismos e respostas celulares, a aplicacdo da microfluidica
aos estudos com células microbianas permite compreender, avaliar e determinar
0s parametros cinéticos relacionados aos bioprocessos. Desta forma, aperfeicoa-
los de modo a aumentar a produtividade e a qualidade dos processos
convencionais e industriais, com menor tempo operacional. Com isso, a
microfluidica tem sido visada no emprego de triagem rapida de parametros

cinéticos para otimizacdao em bioprocessos.
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CAPITULO 3 — DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS CAPAZES DE
GERAR GRADIENTE DE CONCENTRAGCAO DIFUSIVO

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos altamente eficazes através da microfluidica
vem contribuindo com o avango de diversas areas de pesquisas, como no campo
da biotecnologia A diversidade em dispositivos microfluidicos amplia ainda mais as
possibilidades de estudos em microescala, sendo a capacidade de gerar gradiente
difusivo uma das promessas em investigagcdo do comportamento celular.

Caracteristicas importantes da microfluidica como o regime de escoamento
laminar, a formacéo de gradiente de concentragao puramente difusivo, capacidade
de mimetizar ambientes celulares, bem como a relacdo de igualdade entre os
resultados da microfluidica com processos convencionais, impulsionam as
investigacdbes envolvendo o comportamento celular frente a diferentes
concentracdes de substratos (SOMMER et al., 2008; KIM et al., 2010).

A eficacia destas pesquisas depende nao apenas da capacidade do
dispositivo microfluidico em gerar o gradiente difusivo, mas também dos materiais
que compdem o sistema. Em casos de estudos biolégicos a superficie hidrofilica,
como o vidro, € mais adequada para pesquisas com células livres devido a
caracterisitica de hidrofobicidade celular. Da mesma forma, deve-se considerar a
necessidade de transferéncia gasosa para determinar os materiais e/ou as
estratégias de microfabricacdo que devem ser adotadas para compor 0s
dispositivos microfluidicos.

Desta forma, os dispositivos microfluidicos podem ser arquitetados com
materiais e geometrias diferentes de acordo com suas aplicagdes. Isso permite
diversas aplicagdes usando os dispositivos microfluidicos baseados em gradiente
difusivo. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho consiste em propor modelos de
dispositivos microfluidicos que sejam capazes de formar gradiente de
concentracao difusivo e compostos por materiais aplicaveis ao estudo com células

microbianas em condicao anaerdbia.
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Com base nisso, neste trabalho, trés modelos de dispositivos microfluidicos
foram propostos, com a geometria baseada no trabalho de Atencia et al. (2012) e
usando materiais e estratégias para adequar o sistema a aplicacao desejada,
sendo os dispositivos compostos por:

(i) Vidro-vidro;

(ii) Vidro-PDMS e

(iii)  Vidro-mPDMS (polidimetilsiloxano modificado quimicamente).

Sendo que para os dois Ultimos dispositivos devem ser adotadas
estratégias para impedir a adesdo de células, uma vez que o PDMS é hidrofobico.
No caso do dispositivo Vidro-PDMS, pode-se adicionar tensoativo ao meio de
cultura celular e para o dispositivo Vidro-mPDMS, a modificagdo quimica do
PDMS com reacgéao de divinil éter com polietilenoglicol (DEV-PEG) a fim de tornar a
superficie do polimero hidrofilica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a construcao dos dispositivos microfluidicos utilizou-se o0s seguintes
materiais: lamina de microscopia (76x26mm, Exacta) e laminula de microscopia
(50x24mm, Exacta); kit de Elastbmero de Silicone Sylgard 184 (Dow Corning,
Midland, MI, USA) e fotorresiste MicroChem SU-8 25 (Newton, MA, USA) que
foram fornecidos pelo Laboratério de Microfabricacdo (LMF-CNPEM) e PDMS
laminado de 0,51 mm de espessura (Stockwell Elastomerics, USA).

Para a fabricagdo de microcanais nos vidros realizou-se o processo de
corrosao umida com: Buffer HF (NHxF 645 g/L; HF 120 mL; H.O 880 mL) e HF a
20%, para a modificacdo quimica do PMDS utilizou-se: bis (2-metoxietil) éter;
DC1107 agente secante, HoSO4, divinil éter com poli etilenoglicol (DEV-PEG),
fornecidos pelo Grupo de Eletroforese e Microssistemas de Analise (GEM) do
Instituto de Quimica/Unicamp. Enquanto que as configura¢cdes de microcanais no
PDMS laminado foram criadas por ablagdo usando uma maquina de laser de COx,
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modelo L-Solution 100 (Gravograph, USA) também do Instituto de
Quimica/Unicamp.

O funcionamento dos sistemas microfluidicos depende dos seguintes
acessorios e equipamentos: seringa de 10 mL (Hamilton, USA), mangueiras de
silicone (1,2 mm de diametro interno), presilhas de metal, bombas do tipo seringa
(KD Scientific, USA), microscopio confocal (Zeiss LSM780-NLO; Carl Zeiss AG,
Germany), sistema de controle de temperatura (Pecon GmbH, Germany) e
estereoscopio (Bel Photonics, Italy).

Para os ensaios com microfluidica para avaliar os perfis dos fluxos, foram
utiizados Rodamina B a 0,1 mM (Sulforhodamine B sodium salt, Sigma-Aldrich) e

corante alimenticio liquido e hidrofilico (cor vermelho, Arcdlor).

2.2 Modelos de dispositivos microfluidicos

Os dispositivos microfluidicos propostos foram baseados no trabalho de
Atencia et al. (2012) e possuem dois niveis: inferior e superior. Tendo como base
esta configuracdo, foram propostos trés modelos de dispositivos microfluidicos
com diferentes materiais, denominados de: (i) Vidro-vidro, (ii) Vidro-PDMS e (iii)
Vidro-mPDMS (Tabela 1):

Tabela 1: Resumo dos trés modelos de dispositivos microfluidicos propostos:

DESCRICAO MODELOS DE DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS
Material Vidro-vidro Vidro-PMDS Vidro-mPDMS
Base dos Lamina ou laminula de vidro Lamina de vidro com Lamina de vidro com
dispositivos lisa camaras para cultivo camaras para cultivo de
de células células
PDMS laminado PDMS com furos e PDMS modificado

formato de canalem Y quimicamente, para
tornar a superficie
hidrofilica, com furos e
canal em formato de Y

Laminula de vidro com furos Lamina de vidro com Lamina de vidro com
entradas e saidas entradas e saidas

PDMS laminado em formato

de canalemY

Lamina de vidro com entradas
e saida
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Nesta configuracao dos dispositivos microfluidicos, o nivel inferior possui
microcanais para o cultivo de células, denominados de cadmaras, e onde ocorre a
formacao do gradiente de concentracao difusivo. Enquanto que no nivel superior,
escoam duas solugdes de concentragcbes diferentes, em regime laminar, que
acessam o nivel inferior por meio de orificios localizados nas extremidades das

camaras inferiores e € neste ponto onde se inicia o gradiente difusivo (Figura 12).

a)
Vidro-vidro b) C)
Vidro-PDMS Vidro-mPDMS

Lamina

: . Lamina
/ - Lamina :
- B ) 2 i
PDMS N = {://

laminado "\ c‘LL'ﬁ/’

PDMS. ¥ — mPDMS pn Tl
Laminula .rf-- o= An® A\YILT”

- z =

y! b3 v, i

w§>~/",{ — y (K\/
Lamina / Lot Lamina
PDMS laminado microcanais microcanais

Figura 12: Esquema da geometria dos dispositivos microfluidicos propostos e o escoamento de
solucdes do nivel superior com acesso as camaras do nivel inferior: a) dispositivo Vidro-vidro, b)
dispositivo Vidro-PDMS e, c) dispositivo Vidro-mPDMS.

O processo de construgdo dos modelos de dispositivos fez-se de acordo

com os diferentes componentes de cada dispositivo.

2.2.1 Dispositivo Vidro-vidro

O dispositivo Vidro-vidro tem suas bases compostas por vidro, sendo o
nivel inferior formado por laminula (ou lamina) de vidro liso (Figura 13.1) e os
microcanais formados pelo PDMS laminado, que contorna as paredes dos canais
e promove a aderéncia entre os vidros que compdem a base e o topo do
microcanal (Figura 13.2). As geometrias dos microcanais no PDMS laminado
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foram desenhadas no software Corel draw® e criados por ablagdo em maquina de
laser de CO; L-Solution 100 (Gravograph, USA), numa poténcia de 35 W.

O nivel superior do dispositivo Vidro-vidro foi feito com uma laminula de
vidro contendo orificios (~0,5 mm de diametro), que se ajustam perfeitamente aos
microcanais inferiores (Figura 13.3). Estes orificios foram feitos por processo de
corrosao Umida, sendo que a geometria dos orificios, impressos em fotolito, foram
fotogravados na laminula para a corrosdo Umida. As etapas que precedem o

processo de corrosao Umida estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Etapas de preparagao da corrosao umida

Processo de Corrosao Detalhes do processo

Lavagem das laminulas Ultra-som
Detergente Extran® MA 02, a 5% (Merck)
90 °C (20 min)

Face superior da laminula

HMDS (hexametildissiloxano) Spin coating: 3000 rpm (30 s)
90 °C (20 min)

Fotorresiste AZ 4620 3000 rpm (30 s)
120 °C (20 min)

Exposicao a luz UV Fotoalinhadora MJB-3 UV300
70s

Fotorrevelador K400 30s

120 °C (20 min)

Face inferior da laminula

HMDS 3000 rpm (30 s)
90 °C (20 min)
Fotorresiste AZ 4620 3000 rpm (30 s)

120 °C (20 min)

Apébs a fotogravacao, a laminula foi submetida ao processo de corrosao
propriamente dito: solucao de Buffer HF (1000 rpm) por 6 min e solucdo de HF

20% (1000 rpm) por 20 min. Apos este processo, as laminulas foram lavadas em
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solugdo de HCI 1N para remogao de cristais de vidro e depois, em solugao de
acetona para remover o fotorresiste.

Acima da laminula com orificios, colocou-se o PDMS laminado na
geometria de canal em Y (Figura 13.4), por onde escoa as solugbes. Fechou-se
este microcanal superior com lamina de vidro, a qual possui duas entradas e uma
saida (1 mm de diametro, cada) feitos com Dremel® usando broca diamantada de
1 mm com rotagdo 3500 rpm. E, para servir de conexdo para as mangueiras,
foram colados nas bordas dos furos, pontas de ponteira de micropipeta (10 pL)
usando cola para vidro (Figura 13.5).

Figura 13: Componentes do dispositivo modelo vidro-vidro. Nivel inferior: 1) laminula vidro lisa; 2)
PDMS laminado contornando os canais. Nivel superior: 3) laminula de vidro com furos de ~0,5 mm

de diametro, 4) PDMS laminado em canal em formato de Y e, 5) [amina com entradas e saida.

A selagem do dispositivo Vidro-vidro foi realizada pela aderéncia do PDMS
laminado, sendo um dispositivo de selagem reversivel e montado por etapas
(Figura 14).
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Microcanais: gradiente difusivo
e crescimento celular.

Figura 14: Esquema de montagem do dispositivo microfluidico Vidro-vidro com selagem por
aderéncia do PDMS laminado: a) laminula de vidro lisa com PDMS laminado (nivel inferior) e
laminula de vidro com furos, b) inoculacdo da suspenséao de células dentro das camaras de cultivo
de células; c) adesdo do PDMS laminado em canal na lamina superior, d) adesao da parte superior
com a inferior do dispositivo; e) dispositivo microfluidico Vidro-vidro montado.

2.2.2 Dispositivos Vidro-PDMS e Vidro-mPDMS

A configuragdo dos dispositivos do tipo vidro-PDMS e vidro-mPDMS
possuem a mesma base, sendo o nivel inferior formado por lamina de vidro
contendo os microcanais para cultivo de células (camaras) (Figura 15.1), feito pelo
processo de corrosdo umida (Tabela 2). Apds as etapas de preparagdo, as
laminas foram colocadas em solucéo de Buffer HF sob agitagdo magnética a 1000
rpm por 6 min e, depois, em solucao de HF 20% a 1000 rpm por 8 min.

O nivel superior destes modelos compde-se de PDMS configurando o
microcanal em formato de Y e contendo os orificios (~0,5 mm de diametro, feito
com ponta de agulha) servindo de entrada para o nivel inferior (Figura 15.2).
Sendo o dispositivo fechado com lamina de vidro, a qual possui as entradas e
saida (Figura 15.3). Para a fabricacdo do PDMS foi usada a técnica de litografia
macia (Figura 16), indicada para polimeros macios como o PDMS (DUFFY et al.,
1998).
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Figura 15: Componentes do dispositivo modelo Vidro-PDMS (mesma configuracao para vidro-
mPDMS): 1) lamina de vidro com camaras para o cultivo de células; 2) PDMS nativo em canal em
formato de Y e com furos para acesso ao nivel inferior e; 3) lamina superior com entradas e saida,
e conexdes de material plastico para acoplar as mangueiras.

A geometria do microcanal em Y foi desenhada em programa de AUTOCAD
2002 e impressa em fotolito, usada como molde positivo no processo de litografia
macia. E, para obter os desenhos dos microcanais no polimero, fez-se o molde
negativo por fotolitografia e o processo de construcdo do molde foi desenvolvido
de acordo com a literatura citada (Tabela 3).
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Tabela 3: Descricao do processo de construgao do molde negativo por fotolitografia.

CAPITULO 3

PROCESSO LITOGRAFICO

ETAPAS

Base do molde

Fotorresiste

Spin coating

Espessura

Cozimento pré-exposicao

Fotogravacao (geometria no
fotolito para o molde
negativo)

Fotoalinhadora

Tempo de exposicao

Cozimento pos-exposicao

Revelador

Bolacha de silicio

MicroChen SU-8 25 (Newton, MA, USA)
1000 rpm (30 s)

~100 um

(60 min)

30
95 °C (90 min)

°C
°C

Fotoalinhadora MJB-3 UV300 (KarlSuss, Garching,
Germany), fonte de mercurio de 350 W de 280 a 350 nm

70s

120 °C (30 min)

Revelador MicroChem SU-8 (Newton, MA, USA)
30s

O material usado para compor a camada de PDMS foi o kit de Elastdmero

de Silicone Sylgard 184 (Dow Corning, Midland, MI, USA) e realizada a mistura do

agente de cura e do polimero na propor¢cdo massica de 1:10, como descrito pelo

fabricante. Esta mistura foi deixada em um dessecador com sistema a vacuo a ~6

Pa por 40 min para remocao de bolhas de ar.

Apoés esta etapa, o PDMS foi vertido sobre 0 molde negativo e colocado em

chapa aquecida a 100 °C por 45 min para o processo de cura do polimero. Por

fim, o molde foi retirado do molde e a estrutura ficou configurada com os

microcanais feitos da fotolitografia (Figura 16).
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Figura 16: Esquema de fabricacao de microcanais pelo método de litografia macia. Adaptado de
LIN et al. (2011)

No dispositivo vidro-PDMS utilizou-se o PDMS nativo, isto é, sem
modificacdo quimica (Figura 17), enquanto que no dispositivo Vidro-mPDMS, o
PDMS foi modificado quimicamente com DVE (PEG), para obter uma superficie
menos hidrofébica.

O processo de modificacdo do PDMS ocorreu por reacdo com divinil éter
com polietilenoglicol (DEV-PEG), em trabalho ja desenvolvido pelo grupo de
pesquisa do Prof. José Alberto Fracassi, do Instituto de Quimica da UNICAMP.
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Apoés o processo de cura, o PDMS foi submetido a uma série de tratamentos para
tornar a superficie hidrofilica, em que a reacao funcionaliza a superficie e permite
a combinagao com Si-H (Tabela 4) (CAMPQOS et al., 2014).

Tabela 4: Etapas do processo de modificagdo quimica do PDMS por reagcao com divinil éter com
polietilenoglicol (DEV-PEG).

PROCESSO DE MODIFICACAO QUIMICA ETAPAS DA REACAO

PDMS curado colocado em:

Solucéo A:
30 mL de bis(2-metoxietil)éter; 10 mL de DC1107 o ]
. o Agitacdo (30 min)
poli(metilsiloxano); 0,5 mL de H,SO, P.A
Lavagem com solucao de bis(2-metoxietil)éter 80 °C (10 min)
Dessecador (1 h)
Solucéo B:
5 mL de DVE-PEG; 25 mL de bis(2-metoxietil)éter; 2 gotas de o
) i Agitacéo (2 h)
catalisador de platina (Q2-7368)
Lavagem com solucao de bis(2-metoxietil)éter Dessecador (10 min)
120 °C (24 h)

Ambos os dispositivos foram finalizados com lamina superior contendo as
duas entradas e saida, como descrito no dispositivo Vidro-vidro (Figura 13) e
vedados com presséo de presilhas de metal (Figura 17).
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Figura 17: Dispositivo microfluidico modelo Vidro-PDMS ou Vidro-mPDMS com selagem reversivel
por pressao de presilhas de metal

2.2.3 Caracterizag6es operacionais do dispositivo microfluidico

2.2.3.1 Limites de vazbes para geracao de fluxos constantes

Apds a montagem dos dispositivos, a determinacao das vazdes foi definida
em fungcédo da geracao de fluxos constantes no nivel superior e assim, formar o
gradiente de concentracao difusivo no nivel inferior. Desta forma, foram
determinados os limites de vazbes a partir da observacdo da formacdo de
oscilagdes dos fluxos na interface do microcanal superior, por onde escoam as

correntes de diferentes concentracées (Figura 18).
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Entradas de solucdes (nivel superior):

Saida

Maior
concentracao

Menor
concentracao

Figura 18: Esquema de operagao dos dispositivos microfluidicos: duas entradas para solugées de
maior e menor concentracdo e uma saida para coleta da solugéo, no nivel superior.

2.2.3.2 Formacéo do gradiente de concentragdo difusivo

A fim de avaliar a capacidade de geragdo do gradiente de concentracao
difusivo de moléculas para o dispositivo Vidro-vidro, utilizou-se solucdo de
Rodamina B (0, 1 mM), em uma das correntes e, na outra, agua destilada. A
camara de cultivo de células foi preenchida com agua destilada e avaliado a
capacidade e o tempo de geracédo de gradiente linear através do software ZEN
Blue 2012 (Carl Zeiss AG, Germany

Enquanto que nos demais dispositivos utilizou-se corante alimenticio liquido
e hidrofilico e ausente de glicose (cor vermelho, Arcélor) com a concentragéo de
40 g/L de corante, inserido nas camaras inferiores de cada dispositivo, e nas
correntes de entrada, solucao de 40 e 0 g/L de glicose, tendo agua como solvente.
Foi utilizado este método nos dispositivos Vidro-PDMS e Vidro-mPDMS por ser de
facil operacao.

O perfil de gradiente de concentragéo por difusédo foi avaliado em fungéo da
intensidade de cor dentro do microcanal inferior (cAmara para cultivo de células),
fez-se a medida através do software Imaged, nos dispositivos Vidro-PDMS e
Vidro-mPDMS.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Construcao dos dispositivos microfluidicos

Os dispositivos microfluidicos propostos foram construidos em dois niveis e
possuem selagem em modo reversivel. As camadas que compde cada nivel foram

construidas e, por fim, avaliado a montagem e a eficiéncia do método de selagem.

3.1.1 Dispositivo Vidro-vidro

O dispositivo Vidro-vidro foi construido em bases de vidro, constituindo um
sistema de superficies hidrofilicas e sem a interferéncia de gases dentro dos
microcanais. A fim de obter uma triplicata, foram construidas trés camaras para o
cultivo de células e as dimensdes de 4x0,9x0,51mm apresentaram melhor
distribuicdo do gradiente ao longo do canal. Além disso, o didmetro dos orificios
nas laminulas foram determinadas pelo tempo de contato com a solucdo de
corrosdo umida, em que 20 min conferiu num diametro de ~0,5 mm, mensurados

pelo software Imaged (National Institutes of Health, USA) (Figura 19).
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Figura 19: Dimensdes dos microcanais do dispositivo vidro-vidro em imagem panoramica dos
microcanais feitos pelo PDMS laminado (4x~0,9 mm) encaixados com os orificios na laminula de
vidro (~0,5 mm de diametro), feitos por corrosdo Umida.

No dispositivo Vidro-vidro, a selagem pela aderéncia do PDMS laminado
apresentou eficacia, sem apresentar vazamentos no dispositivo microfluidico do
tipo Vidro-vidro, dentro da vazao estudada (15 pL/min) (Figura 20).

Figura 20: Dispositivo microfluidico do tipo Vidro-vidro com selagem reversivel por aderéncia do
PDMS laminado.

63



CAPITULO 3

Além disso, o dispositivo Vidro-vidro ndo apresentou formacéao de bolhas ao
longo do tempo, mantendo o escoamento em regime laminar e, como o vidro é
hidrofilico mostrou-se mais adequado para trabalhos envolvendo células sem a

necessidade de adi¢cdo de qualquer substancia ao sistema.

3.1.2 Dispositivo Vidro-PDMS

No dispositivo Vidro-PDMS, o nivel inferior foi construido em laminas de
vidro e os microcanais, que constituem nas camaras para o cultivo de células,
foram feitos por corrosdo umida. A profundidade e a abertura das camaras foram
definidas pelo tempo de corrosédo (8 min), sendo que a profundidade ficou em
torno de 0,58 mm (Figura 21.b), mensurado pelo em perfilbmetro Dek Tak3
(Veeco,USA). Enquanto que o comprimento foi de 4 mm e a largura ficou em torno
de 0,53 mm e abertura dos furos no PDMS, feitos com ponta de agulha,
apresentou um diametro de ~0,5 mm (Figura 21.a), medidos através do ImageJ,.

Figura 21: Dimensdes dos microcanais (cAmaras para o cultivo de células) em vidro, feitos por
corrosao Umida, mensurados pelo Imaged: a) imagem panoramica das camaras em lamina de vidro
com encaixe do canal em PDMS com orificios de ~0,5 mm de diametro; b) Abertura e profundidade
do microcanal em lamina de vidro, analisados em perfilbmetro Dek Tak3
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O nivel superior foi construido em PDMS e a montagem do sistema
mostrou-se mais facil do que o dispositivo em vidro-vidro. Porém, para garantir a
selagem do dispositivo foi necessario pressionar o sistema usando presilhas de
metal, colocadas em paralelo para ndo desestabilizar a pressao interna do

dispositivo (Figura 22).

Figura 22: Dispositivo microfluidico do tipo Vidro-PDMS vedado por presséao de presilha de metal.

Embora o dispositivo Vidro-PDMS tenha se mostrado eficiente para a
geracao de gradientes, o microcanal nao é totalmente hidrofilico e por isso notou-
se a presenca de bolha e ndo é ideal para estudos com células livres, uma vez
que o PDMS é hidrofobico. Neste modelo de dispositivo Vidro-PDMS, em que foi
usado o PDMS nativo, sugeriu-se a adicao de tensoativo Pluronic F68 0,1%.

Considerando que a concentracdo de tensoativos na suspensao de células
€ um fator importante, pois pode haver a formacao de micelas e influenciar no
comportamento dos fluidos e das células, além de ser mais um componente que

poderia afetar a geragéo do gradiente.
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3.1.3 Dispositivo Vidro-mPDMS

O dispositivo microfluidico Vidro-mPDMS possui as mesmas caracteristicas
de construgdo, apenas houve a modificagcdo do PDMS com divinil éter com poli
etilenoglicol (DEV-PEG). Além de tornar a superficie menos hidrofébica, mostrou-
se eficiente também para reduzir a formacao de bolhas dentro dos microcanais.
No entanto, o PDMS modificado ficou com a aparéncia menos transparente e
reduziu a aderéncia a superficie de vidro (Figura 23).

Figura 23: Diferenga de transparéncia entre o (1) mPDMS e o (2) PDMS nativo. A modificagao
quimica foi realizada ainda com o dispositivo contendo 4 microcanais, sendo que posteriormente
foram fabricados dispositivos com 3 microcanais para analises em triplicatas.

Ainda, a modificacdo quimica ndo € permanente, ficando estavel até 10
dias, sendo necessaria a repeticdo da modificacdo. Embora este técnica
represente uma reducdo significativa do carater hidrofébico, de 21% quando
comparado ao PDMS nativo (CAMPOS, 2012), ndo se mostrou ideal para este
estudo com células livres, pois as células ainda assim poderiam aderir ao
polimero.

No entanto, os dispositivos microfluidicos propostos: Vidro-vidro; (ii) Vidro-
PDMS e (iii) Vidro-mPDMS, foram montados e apresentaram funcionamento
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adequado para os ensaios com formacao de gradiente devido a auséncia de

vazamentos.

3.2 Determinacao das condicoes operacionais de escoamento dos

dispositivos microfluidicos

O fluxo de escoamento é constante no nivel superior, porém as
concentragbes das duas correntes de entrada sdo distintas (Figura 18). Este
procedimento é imposto no nivel superior para garantir a formacao do gradiente de
concentragdo difusivo nas camaras inferiores dos dispositivos microfluidicos
apresentados. Desta forma, determinou-se experimentalmente os limites de vazao
que geram um fluxo de escoamento laminar e estavel, pois a oscilagdo das
correntes (no canal superior) interfere na formagéao de gradiente de concentracédo
linear (gerado na camara inferior).

Assim, analisou-se o comportamento do fluxo em funcdo das vazbes das
solugdes, variando de 5 a 60 pL/min, observando o perfil das correntes por 2 min,

sendo oscilatério ou estavel (Figura 24).

a) b)

) 2

Figura 24: Esquema do perfil escoamento das correntes do nivel superior em fungéo da vazao: a)
caracteristica oscilatéri e instavel; b) caracteristica estavel das correntes

Sendo que o fluxo se manteve estavel (sem oscilacées) numa vazao de 15
a 25 pL/min (Figura 25).
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Figura 25: Escoamento das correntes no nivel superior com vazao de 15 pl/min, onde pode ser
observado o comportamento estavel das solugdes, sendo usado agua destilada em uma corrente e
solugédo de Rodamina 0,1 mM na outra.

3.3 Validade de gradiente de concentracao difusivo na camara de cultivo de

células

A partir das determinacdes dos parametros operacionais, analisou-se a
capacidade de formacao de gradiente de concentracdo difusivo nos trés
dispositivos microfluidicos propostos.

A fim de avaliar a capacidade de geragdo do gradiente de concentracao
difusivo no dispositivo Vidro-vidro, foi imposta um gradiente usando solugao de
rodamina B (0,1 mM), sendo a cAmara de cultivo de células preenchida com agua
destilada (Figura 26.a). Neste ensaio medindo a intensidade de fluorescéncia de
rodamina, observou-se a formacdo de gradiente linear e estavel apés ~30 min
(Figura 26.b). Ainda, a formagao do gradiente foi observada também utilizando
corante no microcanal inferior (microcamara) e impondo diferentes concentracdes
de glicose nas correntes (0 e 40 g/L), onde foi observado que o perfil de gradiente
nos microcanais foi linear tanto pela avaliagdo da intensidade de fluorescéncia

quanto pelo utilizagao de corante (Figura 26.c).
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Figura 26: Perfil linear do gradiente ao longo do microcanal microfluidico (Vidro-vidro): a) formacao
do gradiente linear com rodamina B (0,1 mM) e imagem em mosaico capturada ap6s 30 min,
aumento de 20x; b) perfil linear pela intensidade de fluorescéncia, analisado pelo software ZEN
Blue 2012 (Carl Zeiss AG, Germany); c) perfil de gradiente praticamente linear pela intensidade de
cor no dispositivo Vidro-vidro, analisado pelo software Imaged. Sendo que as oscilagdes se devem
a sensibilidade do software ImageJ que detecta qualquer ponto de cinza, uma vez que a
intensidade é medida na escala de cinza.
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O perfil linear do gradiente indicou a auséncia de conveccao dentro dos
microcanais, confirmando o gradiente de concentracao difusivo. Além disso, o
tempo de estabilidade do gradiente linear no microcanal depende da vazédo do
fluxo, como ilustrado no trabalho de Saadi et al. (2007) onde avaliou o tempo de
geracdo e estabilidade de gradiente difusivo em microcanais através da
intensidade de fluorescéncia. Neste caso, em microcanais com volume de ~200 pL
e vazao de 1 pL/min (tendo a geometria semelhante ao dispositivo que € objeto de
estudo) o perfil mostrou-se linear a partir de 45 min. Enquanto que no dispositivo
Vidro-vidro, com microcanais com volume de ~1,5 uL e vaz&do de 15 pL/min, o
perfil manteve-se linear e estavel ap6s 30 min de observagao.

O perfil de gradiente por meio da intensidade de fluorescéncia foi observado
também por Atencia et al. (2012), onde notou que o gradiente linear se formou
completamente depois de ~30 min e, uma vez formado, o gradiente se mantinha
estavel enquanto era imposto a diferenca de concentracdo. Assim como
observado no dispositivo Vidro-vidro, onde o gradiente de concentracao, indicado
pela intensidade de fluorescéncia, se manteve estavel apds a geracdo do
gradiente linear.

Para os modelos de dispositivos Vidro-PDMS e Vidro-mPDMS a
capacidade de formacao de gradiente foi avaliada usando um corante na camara
de cultivo de células (inferior) e correntes de solugcbes desgaseificadas com
concentragdes distintas de glicose (40 e 0 g/L), uma vez que o método de
avaliagdo do gradiente por corante apresentou um perfil semelhante a intensidade
de fluorescéncia.

Como na camara inferior ndo ha variagdo de presséo (pela simetria no
escoamento), ndo houve o deslocamento ou movimento liquido do fluido nesta
camara. Apds determinado tempo de operacdo, observou-se a formacdo de
gradiente de concentracdo do corante em funcdo da variacdo da coloracdo na
camara inferior (Figura 27). Este gradiente de cor é resultado do fluxo de matéria
de glicose e corante na camara inferior, uma vez que houve um fluxo massico de

glicose da regido de maior concentragao para a regiao de menor concentracao.
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Figura 27: Apresentacédo da formagéao de gradiente de corante através do sentido do fluxo massico
de corante (N,), em dispositivo Vidro-PDMS, em fung¢éo do contato com as correntes do nivel
superior, compostas por duas solugdes desgaseificadas com concentragdes de 40 e 0 g/L de
glicose e escoam no sentido do eixo z.

A regidao de menor coloracao de corante é a regido onde ha o escoamento
da concentracdo de glicose em 40 g/L. Neste caso, uma analise qualitativa indica
que a difusividade do corante nesta regido sera menor, pois uma maior resisténcia
a transferéncia de massa € imposta pela presenca da glicose. No outro extremo
da camara, onde a coloragdo € mais intensa, indicando maior concentracdo do
corante, é a regiao onde nao ha glicose. Neste caso, a difusividade do corante no
meio sera maior (menor resisténcia a transferéncia de massa, pela auséncia de
glicose), criando um fluxo liquido do corante ao longo da camara (Na, Figura 27).

Desta forma, a resultante do fluxo total de corante (Na) ocorre no sentido da
maior para a menor concentracdo de glicose das correntes (de escoamento na
camara superior), ja que a resisténcia ao transporte de matéria € menor na menor
concentragao imposta (Figura 27). O gradiente de cor comecou a se formar apés 5

min, ficando estavel e linear em ~35 min (Figura 28)
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Figura 28: Perfil de gradiente de intensidade de cor ao longo do microcanal: a) dispositivo Vidro-
PDMS; b) dispositivo Vidro-mPDMS, mostrando tendéncia linear do gradiente nos microcanais
inferiores.

4 CONCLUSAO

Diante dos estudos realizados com os dispositivos microfluidicos, notou-se
a capacidade destes modelos em gerar um gradiente com perfil linear e estavel.

A geometria e as composicoes dos modelos de dispositivos microfluidicos
propostos, Vidro-vidro; Vidro-PDMS e Vidro-mPDMS, apresentaram selagem
eficiente, permitindo um escoamento estavel das correntes do nivel superior e
capacidade de geracgao de gradiente no nivel inferior.

Os trés modelos de dispositivos propostos apresentaram formacédo de
gradiente de concentragéo linear e puramente difusivos nas camaras (microcanais
inferiores), mostrando-se aplicaveis para estudos com células.

No entanto, o dispositivo Vidro-vidro, por apresentar superficies hidrofilicas
e ausentes de trocas gasosas, foi escolhido para estudos com células livres em
condigbes anaerdbias. Assim, o dispositivo Vidro-vidro apresentou-se promissor
para determinar os perfis ideais de crescimento celular microbiano e viabilizar os

estudos para a otimizacao de bioprocessos.
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CAPITULO 4 — COMPORTAMENTO CELULAR MICROBIANO EM
GRADIENTE DE CONCENTRAGAO DIFUSIVO

1 INTRODUCAO

A manipulacdo de moléculas no espaco e no tempo, por meio da geracéo
de gradientes através da microfluidica, possibilita a utilizacdo desta técnica para
triagem de bioprocessos. Tais caracterisiticas permitem investigar a concentracao
ideal de moléculas de interesse (YE et al., 2007), avaliar o comportamento de
células em diferentes situagdes, mecanismo celular e bioquimica, principalmente
células animais (WEIBEL &WHITESIDES, 2006; TAVANA et al., 2008).

A microfluidica possibilita também a realizagdo de varios ensaios
concomitantemente, gerando informacdes que estdo sendo investigadas de forma
rapida. Além disso, a semelhanca com o ambiente celular permite comparar os
resultados obtidos em sistemas microfluidicos com as técnicas convencionais
(HEGAB et al., 2013).

Assim, geragdo de um gradiente de concentracdo de substratos em
sistemas microfluidicos tem o potencial para determinar as condi¢ées ideais para
0 crescimento microbiano, no entanto, esta area ainda é pouco explorada na
biotecnologia industrial. O campo de bioprocessos é uma das areas que pode se
beneficiar com o emprego da microfluidica geradora de gradiente de concentracao
difusivo, uma vez que o desenvolvimento de bioprocessos demanda altos custos e
tempo operacional para a selegao das condi¢des 6timas de reacao.

Diante disso, este trabalho visa a utilizacdo do dispositivo microfluidico
vidro-vidro com geracao de gradiente difusivo, tendo microcanais em ftriplicata,
para investigacao do cultivo microbiano e determinagéo de parametros cinéticos e

compara-los com o cultivo convencional em batelada.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material
2.1.1 In6culo de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754

A cepa de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754, gentilmente doada pelo
Professor Doutor Ranulfo Monte Alegre da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Unicamp, foi cultivada em meios de cultura YPDA (Yeast-Peptone-Dextrose
Agar) e YPD (Yeast-Peptone-Dextrose), respectivamente para o crescimento em
meio sélido e liquido e, solugdo tampao PBS (fosfato-salino) pH 6,0 para efetuar

as diluicbes seriadas.
2.1.2 Saccharomyces cerevisiae em sistema microfluidico

Devido a escala micrométrica do sistema microfluidico, utilizou-se uma
concentracdo de S. cerevisiae ATCC 7754 de ~0,5x10? cel/uL.

De forma a comprovar a presenca das células no dispositivo microfluidico
utilizou-se, em um dos ensaios, o reagente fluorescente FUN 1 numa
concentragcdo de 20 uM do kit Live/Dead® Yeast Viability (Molecular Probes,
Invitrogen).

2.1.3 Dispositivo Vidro-vidro

Foi utilizado o dispositivo Vidro-vidro, montado e esterilizado conforme
descrito no capitulo 3, item 2.2.1.

2.2 Metodologia

2.2.1 Cultivo de Sacchomyces cerevisiae ATCC 7754
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Com o objetivo de verificar a viabilidade e pureza da S. cerevisiae, inoculou-
se a cepa em meio YPDA (Yeast-Peptone-Dextrose Agar) contendo: extrato de
levedura 10 g/L; peptona 20 g/L; dextrose 20 g/L e Agar 20 g/L; pH 5,0; em tubos
de meio Agar inclinado e cultivada a 30 °C por 72 h.

A cepa foi mantida em refrigerador a 4 °C em tubos de ensaio com agar
inclinado, sendo realizados os repiques a cada 90 dias para manutencado do
indculo.

Para os ensaios, as cepas foram pré-adaptadas em meio liquido YPD, pH
5,0, em agitacao reciproca (~100 rpm) a 30 °C por 24 h e feito a diluicdo seriada

em solucao tampéao PBS.
2.2.2 Operagao do sistema microfluidico com S. cerevisiae

A operacao do sistema microfluidico contendo S. cerevisiae foi realizada em
dispositivo vidro-vidro, produzido da forma descrita no item 2.2.1, do capitulo 3. Os
componentes dos dispositivos microfluidicos e os acessérios foram lavados com
detergente neutro e alcool 70% e esterilizados em radia¢ao por luz UV por 1 h.

O sistema microfluidico foi montado em fluxo laminar, como descrito no item
2.2.1 do capitulo 3, e inserido a suspensao celular, de concentracdao conhecida,
nas camaras de cultivo. Esta adicdo foi realizada com auxilio de micropipeta com
volume de 2 L e o dispositivo foi fechado.

Para impor a diferengca de concentracdo de glicose utilizou-se duas
solugcbes desgaseificadas de meio YPD variando apenas a concentragcdo de
glicose, sendo um meio contendo determinada concentracdo de glicose e outro
ausente de glicose. A vazao das solugdes foi de 15 plL/min usando seringas
Hamilton de 10 mL, operado em bomba tipo seringa.

O crescimento microbiano nos microcanais foi observado usando
microscopio confocal (Zeiss LSM780-NLO; Carl Zeiss AG, Germany) com sistema
de controle de temperatura (Pecon GmbH, Germany) a 30 °C. As imagens dos
trés microcanais foram capturadas a cada 1 h, num periodo de 10 h e em
condigao anaerobia (Figura 29).
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Figura 29: Esquema de operacgao do sistema microfluidico com injecéao dos fluidos por bomba
seringa, microscopio com camera e computador com software para observagao das imagens.

Os ensaios foram realizados no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
de Foténica Aplicado a Biologia Celular (INFABIC), localizado no Instituto de
Fisica Gleb Wataghin (IFGW-Unicamp).

2.2.3 Avaliagao das células de S. cerevisiae nos dispositivos microfluidicos

A partir das imagens adquiridas do sistema microfluidico ao longo do
tempo, realizou-se a contagem direta das células. Para as imagens contendo
fluorescéncia utilizou-se o software Imaged (National Institutes of Health, USA)
usando a ferramenta Analyze Particles. Enquanto que as células com luz
transmitida, realizou-se as contagens manualmente a partir das imagens
visualizadas no software ZEN 2012 (Carl Zeiss AG, Germany).

Para as contagens diretas determinou-se intervalos de 0,5 mm (para o
gradiente de 0 a 40 g/L de glicose) e 0,25 mm (gradiente de 0 a 3 g/L),
denominados de microcamaras (Figura 30). Foram excluidos os pontos extremos
dos microcanais porque ndo ha geragao de gradiente nestas regides, uma vez que
sao as portas de acesso das correntes das solugcdes de concentracdes diferentes

de glicose ao microcanal (Figura 30).
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Figura 30: Esquema ilustrativo da camara onde o gradiente de concentracao difusivo foi gerado
em dispositivo microfluidico. Nesta camara, as células foram inoculadas e observadas o seu
crescimento ao longo do tempo. Para efetuar esta contagem, a cdmara foi subdividida em
compartimentos de 0,5 mm de comprimento, para concentragao de glicose variando entre 0 e 40
g/L , compondo 6 microcAmaras. Enquanto que para o gradiente variando entre 0 e 3 g/L de
glicose, 11 microcamaras de 0,25 mm foram geradas (pequeno deslocamento de encaixe na
composicao do microcanal).

A partir da caracterizacao realizada no capitulo 3, item 4.3, o qual confirma
o gradiente de concentragcdo imposto é linear, para cada microcamara
estabeleceu-se o valor da concentracdo média daquele determinado intervalo.
Para indicar a concentragdo média de cada microcamara, correlacionou-se o
ponto médio de distancia do microcanal com o as concentracées médias de cada

experimento (Tabela 5 e Tabela 6).

Tabela 5: Distancia do microcanal (mm) e seus respectivos perfis de gradiente de glicose (g/L) no
intervalo de 0 a 40 g/L de glicose.

Perfis de glicose nas microcamaras (0 a 40 g/L de glicose)

Distancia do Ponto médio Intervalo de Concentracao
microcanal (mm) concentracao de média de
(mm) glicose (g/L) glicose (g/L)
0-0,5 Nao ha gradiente 0 0
05-1,0 0,75 0-6 3
1,0-15 1,25 6-13 10
1,5-2,0 1,75 13 -20 17
20-25 2,25 20-27 23
25-3,0 2,75 27-33 30
3,0-35 3,25 33-40 37
3,5-4,0 Nao h& gradiente 40 40
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Além disso, determinou-se subdivisbes em dimensdes de 0,25 mm para
avaliar o efeito do gradiente de glicose nestas microcamaras (Tabela 6).

Tabela 6: Distancia do microcanal (mm) e as subdivisbes em microcamaras de 0,25 mm para o
gradiente de 0 a 3 g/L de glicose.

Perfis de glicose nas microcamaras (0 a 3 g/L de glicose)

Distancia do - Intervalo de Concentracao
microcanal Ponto médio concentracdo de média de
(mm) (mm) glicose (g/L) glicose (g/L)
0-0,50 Nao ha gradiente 0 0
0,50 - 0,75 0,62 0-0,25 0,12
0,75-1,00 0,88 0,25 -0,50 0,38
1,00-1,25 1,12 0,50 -0,75 0,62
1,25-1,50 1,38 0,75-1,00 0,88
1,50 -1,75 1,62 1,00-1,25 1,12
1,75-2,00 1,88 1,25-1,50 1,38
2,00 -2,25 2,12 1,50 -1,75 1,62
2,25 -2,50 2,38 1,75-2,00 1,88
2,50 -2,75 2,62 2,00 - 2,25 2,12
2,75 -3,00 2,88 2,25 -2,50 2,38
3,00 — 3,25 3,12 2,50 -2,75 2,62
3,25 - 3,50 3,38* 2,75 -3,00 2,88
3,50 — 4,00 Nao ha gradiente 3 3

*Microcamara desconsiderada devido ao descolamento no encaixe do orificio com o microcanal
inferior no ato da montagem do dispositivo, como descrito do item 2.2.1, capitulo 3.

2.2.4 Cultivo em batelada

Para o cultivo em batelada realizou-se os ensaios usando meio YPD, pH
4,5, variando apenas a concentragdo de glicose: 0 (controle), 10, 20, 30 e 40 g/L
de glicose, sendo usado 100 mL de meio e concentracdo inicial de ~0,5 x 102
cel/uL. A fermentacéao foi conduzida a 30° C, por 10 h e agitacao orbital constante
de 100 rpm.

Determinou-se a concentracdo celular através da leitura de absorbancia
(600 nm) a cada 1 h com o auxilio de curva de calibracao obtida por contagem em
camara de Neubauer (Anexo 1).

2.2.5 Determinagéo dos parametros cinéticos
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Para determinar a velocidade especifica de crescimento (ux) da
Sacchoromyces cerevisiae ATCC 7754 foi considerada a inclinagdo da regiao
linear da curva de crescimento semi-logaritma através da Equacéo 1:

_1la&
My = X dt (Equacéo 1)

Considerando cinética de crescimento conforme Equagdo de Monod, a
velocidade especifica de crescimento maxima (Umsax) € a constante de saturacao
(ks), a qual indica afinidade do micro-organismo pelo substrato (S) (MONOD,
1949), podem ser determinadas de acordo com a Equacao 2:

E— (Equacéo 2)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comportamento da Saccharomyces cerevisiae ATTC 7754 em ambiente
de gradiente de concentracao difusivo

O dispositivo microfluidico Vidro-vidro mostrou-se adequado para o cultivo
de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754, uma vez que observou um aumento no
namero de células durante o tempo, permitindo a investigacdo dos parametros
cinéticos e comparagdo com ensaios convencionais de cultivo em batelada e
dados da literatura.

Além disso, avaliou-se o funcionamento do dispositivo Vidro-vidro para
distintos intervalos de concentracdo, bem como a utilizagdo de subdivisbes do

microcanal com dimensdes diferentes para contagens de células.
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3.1.1 Perfil de crescimento celular em dispositivo microfluidico com gradiente de

concentracao difusivo

O dispositivo Vidro-vidro foi capaz de gerar gradiente de concentragdo
linear e puramente difusivo e ambiente anaerdbio. Em seguida, a levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 foi inoculada no dispositivo microfluidico.
Na camara superior manteve-se o escoamento de meio YPD nas duas entradas,
sendo que apresentava meio YPD sem glicose e outra o0 meio YPD com 40 g/L de
glicose.

O comportamento celular foi monitorado por 10 h e observou-se o

crescimento da levedura no gradiente de substrato imposto (Figura 31).

Figura 31: Imagem do crescimento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 ao longo do
microcanal e do tempo: células com fluorescéncia FUN 1 a 20 pM, experimento teste com
gradiente de 40 a 0 g/L de glicose, nos tempos 0 e 1 h, com concentragao inicial de 1,02 x 10°
cel/pL.

Adotou-se inicialmente um gradiente de concentragdo de glicose variando
de 0 a 40 ¢g/L, usando o meio de cultura YPD com pH inicial de 4,5 para
fermentacdo. Em seguida, observou-se o comportamento da S. cerevisiae ao

longo dos microcanais por 10 h, sendo que no ensaio teste (Figura 31) a alta
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concentracdo de células para o microcanal fez com que as células se
distribuissem, praticamente, de forma homogénea no microcanal. Por isso,
observamos a importancia de utilizar uma baixa concentragdo de células nas
camaras microfluidicas.

Em ensaio usando menor concentragdo celular, a cada hora, foi possivel
obter em microscépio automatizado as imagens das células ao longo da camara
de gradiente de concentracdo. A partir destas imagens, realizou-se a contagem
direta das células nas microcamaras de gradiente (Figura 32.a), correlacionando
com a posi¢ao no microcanal e consequentemente com a concentragao de glicose
(Figura 32.b).

a)

6 , =+=0 h

% i T —@#=—1h

w2 1)
i 3
e 4 )
—=5h
6h
7h
8h

0 10 20 30 40 10h
b) Concentragao média de glicose (g/L)

0.75 1.3 1.5 223 213 325
0.5 mme ¢ 3.5mm

Figura 32: Cultivo em microcanal microfluidico: a) perfis de crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 ao longo do microcanal (posi¢éo) e do tempo (N ~0,5x10?
cel/ uL), as barras de erros representam o erro padrdo das triplicatas e b) diagrama esquematico
da microcanal e as subdivisées de contagem de células (microcamaras de 0,5 mm).
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Pode-se observar na Figura 32.a que ap6s 3 h de acompanhamento do
crescimento celular houve maior nimero de células nas microcamaras com 23 e
30 g/L de glicose e este comportamento se manteve até 10 h, o periodo avaliado
(Figura 32.a). Nesta faixa de concentragdo o resultado observado foi
correspondente ao esperado, uma vez que a concentracao 6tima de glicose para o
crescimento celular ndo deve ser maior do que 25% (w/v), pois na fase inicial de
crescimento a levedura utiliza a glicose para o seu metabolismo e um elevado teor
deste aglcar eleva a pressdo osmoética do meio (SONNLEITNER &KAPPELI,
1986; BAI et al., 2008).

Desta forma, pode-se notar que as células da levedura apresentaram o
mesmo comportamento esperado em um sistema de fermentagdo convencional,
comprovando-se a viabilidade da avaliacdo do crescimento microbiano nesta faixa
de concentragao de glicose e consequente determinacao dos parametros cinéticos

em sistema microfluidico.

3.1.2 Cinética de crescimento e comparagdo com cultivo convencional em

batelada

Uma vez observado o crescimento celular no dispositivo microfluidico e
tendo o numero de células para cada microcamara de gradiente ao longo de 10 h,
pode-se construir as curvas de crescimento microbiano para cada faixa de
concentragdo de glicose obtidas do dispositivo microfluidico Vidro-vidro e
determinado a velocidade especifica de crescimento da levedura nestas condicoes
(Figura 33.a).

Para comparar os resultados obtidos com o dispositivo microfluidico,
realizou-se uma série de cultivos em sistema batelada usando as concentracdes
de 0 g/L de (controle), 10, 20, 30 e 40 g/L de glicose, em triplicata, tendo as
mesmas condi¢cdes usadas no dispositivo microfluidico e concentracdo celular de
~0,5x10% cel/uL. Desta forma, pode-se construir as curvas de crescimento
microbiano ao longo de 10 h de ensaio em sistema batelada (Figura 33.b).
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Figura 33: Curvas de crescimento da S. cerevisiae ATCC 7754 em: a) dispositivo microfluidico,
sendo observado o perfil de crescimento em camara com gradiente linear de concentracao de
glicose, variando de 40 a 0 g/L e b) cultivo convencional em batelada: sendo observado o
crescimento em meio YPD com concentragdes de 10, 20, 30 e 40 g/L e meio YPD sem glicose,
apenas como controle, cujo LN (N/No) manteve-se préximo a 0,5. Em ambos os sistemas, Ng ~
0,5x10° cel/pL e as barras de erros representam o erro padréo de triplicatas independentes.

No sistema microfluidico foi observado um perfil de crescimento com maior
namero de células nas condicdes de 23 a 30 g/L de glicose, tendo comportamento
similar ao cultivo em batelada. No entanto, a concentracao de glicose é constante
na microfluidica e por isso foi utilizado um volume de 100 mL meio YPD para o
cultivo em batelada, com a mesma concentragéo inicial de células empregada na
microfluidica (0,5x10? cel/uL), a fim de tentar reproduzir a mesma condi¢do. Sendo
assim, no cultivo em batelada foi observado um menor numero de células com
maiores oscilagdes ao longo do tempo.

Ainda assim, ap0s obter as curvas de crescimento microbiano em ambos os
sistemas, foram determinadas as velocidades especificas de crescimento
maximas da levedura em sistema microfluidico (uxwm) e cultivo em batelada

convencional (uxg)), conforme observado Tabela 7.
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Tabela 7: Comparagéao entre a velocidade especifica de crescimento da S. cerevisiae ATCC 7754
em sistema microfluidico com gradiente de concentracdo e fermentagéo batelada.

CULTIVO EM SISTEMA CULTIVO CONVENCIONAL
MICROFLUIDICO EM BATELADA
Concentracao B () Glicose Mg (h™)

média de glicose (ux £ DP) (g/L) (ux £ DP)

G 0,17 £0,12

3 1710,

10 020017 10 0,21 £0,23

16 0,24 £ 0,19

o3 0.24+014 20 0,24 £ 0,16

30 0,24 + 0,02 30 0,21 £ 0,01

36 0,20 + 0,07 40 0,19 + 0,05

p > 0, 01: ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre as médias das velocidades especificas de
crescimento obtidas entre sistemas microfluidica e cultivo em batelada. DP: Desvio padrdo de triplicatas.

A partir da Tabela 7 observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias das velocidades especificas de crescimento, uma vez
que os experimentos em microfluidica e na batelada convencional foram
conduzidos a concentragcdes celulares baixas e qualquer valor dentro da faixa de
concentragcao de glicose estudada correspondia a uma quantidade suficiente para
sustentar o crescimento microbiano.

No trabalho de Taherzadeh et al. (1997), a velocidade especifica de
crescimento da Sacchormyces cerevisiae em fermentacao batelada a pH de 5,0 e
concentragdo inicial de glicose 50 g/L foi de 0,45 h™'. Enquanto que na faixa
estudada para cultivo de células, com baixa concentracdo inicial celular, a
concentracio de glicose foi de 10 a 40 g/L obtendo um py foi de 0,24 + 0,16 h™.

No entanto, para uma concentracao inicial de 20 g/L de glicose, conduzido
em batelada alimentada, a velocidade especifica de crescimento da S. cerevisiae
foi de px = 0,24 h’ (AIBA et al., 1976), mostrando a diferenca entre os dois
sistemas de fermentagdo em funcdo do consumo do substrato, sendo que na
batelada alimentada nao ha variacdo de substrato pelo consumo, e tal
caracteristica é semelhante a condicdo da microfluidica, porém na batelada
alimentada ndo hé variagéo de células devido a dilui¢do.

Tais consideracfes mostram que a microfluidica possui uma modelagem
diferente tanto do sistema de fermentagdo batelada quanto batelada alimentada,
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pois na microfluidica a concentracdo de substrato é constante, no entanto ha
variacdo de células. Isso aponta a possibilidade do emprego do dispositivo
microfluidico para avaliar quantitativamente o crescimento microbiano sem
variagao de substrato, como a glicose, e ser utilizado como um método de selecao
rapida dos parametros cinéticos.

3.1.3 Cinética de Monod na microfluidica

As condi¢des da microfluidica e a obtencdo das velocidades especificas de
crescimento celular neste sistema permitem ampliar as investigagdes de cinética
de crescimento, com isso pode-se investigar os parametros da cinética de
crescimento celular descrita pela equacdo de Monod. Ainda, é possivel a
avaliacdo do funcionamento do dispositivo em menores concentragdes do
substrato limitante e com intervalos menores de microcamaras para contagens a
fim de comparar o efeito do préprio gradiente dentro da microcamara.

Sabendo que a concentragdo de glicose € constante no microcanal, isso
possibilita a determinacdo dos parametros cinéticos de crescimento de Monod,
nao apenas nos tempos iniciais, como sao feitos nos sistemas convencionais, uma
vez que a variagao do substrato influencia nos resultados.

Desta forma, em um gradiente de 0 a 3 g/L de glicose e com microcamaras
de contagem com intervalos menores, determinou-se o perfil do crescimento
microbiano em funcao do substrato limitante (S) (glicose) (Figura 34). A partir da
obtencao dos dados experimentais, a constante de saturacao (ks), € a velocidade
especifica maxima de crescimento (Umax), descritos pela Equacdo de Monod
(Equacao 2), podem ser estimados.

Através do ajuste ndo linear por minimos quadrados, usando o software
Origin® 8.0 (OriginLab Corporation, Massachussets, USA), obteve-se os valores
de 0,32 + 0,014 h™ e 0,27 + 0,045 g/L, respectivamente, para pmax € ks (Figura 34).

86



CAPITULO 4

[ = |Experimental

0.25 - s .-f":[’f—_jf_T -
7 |
—~ 0204 ; / }
= /
=) 0.15 - '/‘/IT

0,10 o

0,05

0.00 T T T T T T T T T T

Modelo

] 1
5 L+

0.0 0.5 1.0 1,5 20 25

S(glL)

Figura 34: Dados experimentais (M) e modelo (linha continua), obtida a partir de ajuste dos
minimos quadrados). Pardmetros cinéticos estimados para a cinética de crescimento celular para
S. cereviseae, descrito por Monod. Através deste grafico obteve-se os valores para pmax = 0,32 £
0,014 h™ e K = 0,27 + 0,045 g/L. As barras de erro para os dados experimentais indicam o erro

padrdo das triplicatas (No = 64 cel/uL).

Através desta curva de crescimento e os resultados para os parametros

cinéticos, descritos pela equacao de Monod (Equacao 2), nota-se que os dados

cinéticos obtidos na microfluidica estao coerentes com os dados da literatura, os

quais foram determinados pela fermentacao convencional (Tabela 8).

Tabela 8: Valores de ks e umax €M sistemas de fermentagao convencional e sistema microfluidico.

Tipo de fermentacao Ke (Q/L)  Hmax (h7) Referéncia

Sistema microfluidico 0,27 0,32 3{§gslzme de 0240 g/ de

Batelada 0.5 0,17 (SONNLEITNER &KAPPELI,
1986)

Batelada 4,56 0,24 (KOREN &DUVNJAK, 1993)

Batelada alimentada 0,5 0,42 (AMILLASTRE et al., 2012)

Batelada alimentada 3,6 0,49 (POSTMA et al., 1989)
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Diante do exposto, nota-se que os dados cinéticos obtidos pela equacao de
Monod no sistema microfluidico sdo aceitaveis, em que o valor obtido para ks
confirma a alta afinidade da levedura pela glicose como substrato, uma
caracteristica deste tipo de micro-organimos. Por outro lado, 0 pmax € um fator que
pode ser alterado conforme as condi¢gdes de cultivo, como pH e temperatura
(SONNLEITNER &KAPPELI, 1986), por isso pode apresentar valores variaveis
para cada tipo de ensaio

No ensaio utilizando o dispositivo microfluidico os resultados foram obtidos
de forma mais pratica e num ambiente controlado para o cultivo microbiano.
Enquanto que na fermentagdo convencional, a afinidade da Saccharomyces
cerevisiae pela molécula de glicose € determinada por um método trabalhoso e
que demanda de precisdo nas andlises, investigando este dado cinético sem
variagdo do substrato limitante. Por isso exige um controle rigoroso no ambiente e
que forneca condicbes 6timas para o desempenho do microrganismo, 0 que nem
sempre é obtido em macroescala.

Em sistemas convencionais de fermenta¢des em batelada, este processo é
ainda mais complicado, uma vez que, devido a dinamica do sistema, a
concentracao de substrato é variavel, devendo ser definido um intervalo de tempo
para obtengado destes parametros cinéticos, gerando variacées entre os resultados
(STARZAK et al., 1994; SNOEP et al., 2009). Por outro lado, no sistema
microfluidico a concentragcdo de substrato se mantém constante dentro do
microcanal, pois ha fornecimento continuo e isso permite avaliar o comportamento
celular por maior intervalo de tempo sem que haja variacdo do substrato pelo
consumo.

Desta forma, nota-se a viabilidade deste dispositivo microfluidico com
formacao de gradiente difusivo para investigar os parametros cinéticos do
microrganismo e com isso aumentar a produtividade de uma reacdo em

bioprocessos.
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3.2 Analise critica do perfil de gradiente no dispositivo microfluidico

Para os ensaios microfluidicos com gradiente de glicose e células nos
microcanais determinou-se uma baixa concentracdo de células, na ordem de
0,5x10? cel/uL, para que ndo houvesse perturbacdo do gradiente linear e nem
tanto a obstrucdo do microcanal pela quantidade de células.

Além disso, avaliou-se a interferéncia do gradiente dentro das
microcamaras de 0,5 mm e 0,25 mm de intervalo, bem como perfis diferentes de
concentragéo no dispositivo.

No experimento conduzido com gradiente de glicose entre 0 e 40 g/L
utilizou-se microcdmaras de 0,5 mm, conferindo numa variacdo de 6,67 g/L por
microcamaras, como mostrado na Tabela 5. Tal variagdo de gradiente dentro da
prépria microcamara pode ter influenciado nos erros padrao das contagens.

Por outro lado, observou-se que num menor intervalo de gradiente, como
visto no ensaio de 0 a 3 g/L, tendo definidos microcamaras com 0,25 mm,
conferindo numa variagao de 0,27 g/L de glicose em cada microcdmara, pode-se
notar uma menor perturbacdo de gradiente, minimizando os erros de contagens e
variagao de glicose na microcamara. Devido a isso, os resultados obtidos por este
ensaio podem apresentar menor influéncia pela gradiente.

No entanto, o gradiente em ambos os casos séo lineares com minima
interferéncia das células, devido a baixa concentracdo celular, € mantendo
constante o substrato ao longo do tempo. Sendo assim, para cada ensaio usando
este dispositivo microfluidico deve-se considerar a necessidade de variacao de
gradiente e intervalos de contagem.

4 CONCLUSAO

O dispositivo de microfluidico Vidro-vidro mostrou-se aplicavel para o cultivo
microbiano, tendo pardmetros cinéticos semelhantes ao cultivo convencional o que

pode contribuir em bioprocessos.
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Ainda, este sistema microfluidico com geracdo de gradiente de
concentracao difusivo permitiu a determinacao da cinética de Monod com valores
coerentes aos da literatura, sendo que os resultados foram obtidos de forma mais
pratica quando comparados as técnicas convencionais.

Diante disso, o dispositivo microfluidico proposto mostrou-se eficiente para
determinacdo de parametros cinéticos e a viavel para a otimizagdo em

bioprocessos.
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos, do presente trabalho que visou a construcao

de dispositivos microfluidicos capazes de gerar gradiente de concentracao difusivo

e avaliar a aplicabilidade com células microbianas, concluiu-se que:

A geometria e as composicoes dos modelos de dispositivos
microfluidicos propostos, Vidro-vidro; Vidro-PDMS e Vidro-mPDMS,
apresentaram selagem eficiente, permitindo um escoamento estavel das
correntes do nivel superior e capacidade de geracdo de gradiente no
nivel inferior.

Os trés modelos de dispositivos propostos apresentaram formacédo de
gradiente de concentracdo linear e puramente difusivos nas camaras
inferiores, mostrando-se aplicaveis para estudos com células.

O dispositivo Vidro-vidro apresentou caracteristicas importantes para
estudos com células livres e anaerobias.

Diante dos estudos realizados com o dispositivo microfluidico do tipo
vidro-vidro, notou-se a aplicabilidade para avaliagdo de cultivos com
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754, devido a possibilidade de
determinacao dos parametros cinéticos. Além disso, os resultados
obtidos pelo sistema microfluidico e cultivo em bateladas foram
estatisticamente iguais e coerentes com os dados da literatura, o que
viabiliza aplicacao da microfluidica para otimizacao de bioprocessos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade de pesquisas envolvendo a utilizacado de dispositivos

microfluidicos com capacidade de gerar gradiente de concentragdo difusivo,

sugere-se:

Avaliar o comportamento de células nos dispositivos microfluidicos
do tipo Vidro-PDMS e Vidro-mPDMS.

Utilizar outros micro-organismos nos dispositivos propostos, inclusive
patdgenos anaerdbios.

Observar a viabilidade celular dentro dos dispositivos microfluidicos
por meio de marcadores de fluorescéncia e comparar os dados
cinéticos com fermentacdes convencionais.

Avaliar o potencial dos dispositivos microfluidicos para ensaios que
envolvam quimiotaxia.

Num panorama geral, esse sistema microfluidico ainda se aplica
para outras areas de bioprocessos como enzimologia, processo de
transferéncia de massa e investigacdo de diferentes fontes de

nutrientes para o cultivo microbiano.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva de calibragdao do numero de células, contagem por camara
de Neubauer, pela leitura de absorbancia (600 nm)

Tabela 9: Curva de calibragdo do nimero de células por leitura de absorbancia (600 nm)

Numero de células (cel/mL) Absorbancia (600 nm)

4,32x10° 0,0165
3,36x10° 0,01
2.48x10° 0,0065
1,92x10° 0,005
1,68x10° 0,003
1,44x10° 0,0025
1,28x10° 0,0015
9,60x10* 0,001
8,00x10* 0,0005
0,02

E = Exprimental
o
g 0015 7 —— Modelo
¥-]
1=
‘ﬂ
{E 0,01 - +
2 y = 4E-08x- 0,0038
- + R*=0,9793
-
e 0,005 - »{4
=
= 5 3
o 150000 300000 450000

Numero de células (cel/mL)

Figura 35: Curva de calibragdo da contagem de células (por camara de Neubauer) por leitura de
absorbancia (600 nm) e os barras de erros representam o erro padrao das triplicatas, das
contagens e das leituras de absorbancia.
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ANEXOS

Anexo 2: Capitulo sobre os avancos da microfluidica para lipossomas,

publicado no livro Advances in Lipossomes Researches, editora NovaPublisher,

onde contribui na descricao de técnicas de construcdo e materiais para sistemas

microfluidicos.

Biochemistry Research Trends

Ac{mnces
I L}posomes

SResearch

. Lauren Finney
ok Edifor

In: Advances in Liposomes Rezearch ISBN: 978-1-63117-074-4
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ANEXOS

Anexo 3: Trabalho aprovado para o Congresso Brasileiro de Engenharia

Quimica, com parecer para apresentacao oral do trabalho.

Galoa

MO8 9G¥

Resumo aprovado

Prezado(a) Aine Oliveira,

*Parabéns!

*Temos o prazer em informar que seu resumo
intitulado "Gradiente de

concentragdo em dispositivo microfluidico
para ofimizagao de

bioprocessos” foi aprovado para ser
apresentado no COBEQ 2014.

Vocé pode visualizar comentarios em sua
area de usuario: .**

**Por favor, envie seu frabalho completo.**

**Afenciosamente,
Comité Cientifico | COBEQ 2014**
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ANEXOS

Anexo 4: Processo de solicitagdo de patente dos modelos de dispositivos
microfluidicos e aplicacdo destes a bioprocessos junto a Inova-Unicamp

INOLZ1

COMUNICAGAO DE INVENGAO:
DESCRICAQ DO INVENTO E AVALIAGAO DA ANTERIORIDADE

Data 11/032014 - 12:47:58

1.1 Titulo proposto para a Invengio: Desenvohiments de dispositivos microfluidicos baseads em gradients
difusivo com aplicagda em bioprocessos

1.2 Resumo (em inglés): This work had objective to development microfluidic device easy assembly and able

concentration gradient generator and propose the usenfglas:'-—glass device, patented. to select ideal conditions for
microbial cell growth to opfimize the research step of bioprocesses. The microfiuidic is science that cperates on
less fluid amount, generating fast and confinable results in precisely control system and can mimic environment
cellular. Microfluidic devices show a diversity of composition and geomeiry applies for several reseanches areas.
Thus, they were shown altemative device, that different of existing glass-glass device, only im material for
construction, being this based in glass-POMS. For this altematve device shown was evaluated the capacity of
generate diffusive concantration gradient, which presented linear profile on diffusive concentration gradient The
devices with geometry that induces the concentration gradient formation diffusive purely can evaluate the
condtions and the microbial cell performance. For this, cell of Saccharomyces cereviasias ATCC 7754 were use as
model and submitted in the glucose conceniration gradient at microfiuidic device glass-glass, in anaerobic
condtion. Furthemore, we analyzed the behavior of 5. cerevisiae ATCC 7754 at giass-glass device, subject ioa
difference of glucose concentration 040 g / L glucose, where it was observed the growing ceflular inside
micrchannel with high number number of cells in the intermediate rangs. Therefore, the glass-glass device
patented the possibility microfiuidic device for studies of cell behavior against the concentration difference and
coniributes to the optimization of bioprocesses through the determination of kinetic parameaters.

1.3 Palavras-Chave: microfluidica, microbiomeator, bioprocessos, gradlenledemnnenﬂ;gandlﬁ.rswn sele-g:ande
micro-onganismas microfiuidic, microbicreactor, tmpmnesses diffusive concentration gradient, microorganisms
screening

1.4 Descrigio DETALHADA do invento: Estamos propondo uma tecrologia patentedvel & uma apli _Fa
tecnologia tprec:sarnns de ajuda para a analise critica para sabermos 5& 5erd uma ou duas patentes).
construgio de dispositive ricrofiuidico para gerar gradienie de cnnnerrtra:;ao difusivo, onde & propasta uma
altemativa de materiais para a construg3n do dispesitivo microfluidico, frevnteauma]amtenteada, tendo a mesma
geometria. Aplicagio: Llhllzagaodamlngla [pmqnstapormsedajapa‘!enla}da}mase das condighes

que favorecem o crescimento de micro-organismos. A inovacio esta na aplicagio deste tipo de 5pusmm am
clulas microbianas que n3o sofrem quimiotaa. O dispositve j& patenteado fol utiizado para celulas animais &
bactérias. Mo entanto, em nossa aplicacdo, pudemos comelacionar resultados dos dispastivos microfluigicos com
experimenios convencionais de bioprocessos (taxa de crescimento e curva de crescimento). DESCRICAO DA
TECMOLOGIA Tecnologia: O medelo de dispositive microfiuidico propesto € configurade em dois niveis: inferior e
superior e difere do dispositive patenteado (Atencia et al., 2012) apenas na nxnpusugan dos maleriais,
apresentando facil montagem = reutiizaca dos n:ispusmms Mo dispositiva. o nivel inferior possul microcanais
paraasoeimasemdec:nrreogmd‘entedemnma du‘lmmeumnmelsupernr onde ocorme um fiuxo de
duas sdugoesdemnc:erw diferentes, @m regime laminar, com acesso ao nivel inferior. O nivel inferier do
dispositive & formada por Iamina de vidro contendo os microcanais (4 x 092 0.5 mm}, os quais foram feftos por
comos30 Acida, usando solugdo de Buffer HF (1000 rpm por 8 min) e depois, sofugde de HF 20% (1000 rpm por 8
min) para conferir numa profundidade de 0.5 mm nas |dminas, previamente fologravadas. A geometria dos
microcanais foram desenhados em programa de AUTOCAD 2002 e impressos em fotolito com resoluc3o de 8.000
dpi, que a partlrdesla mascara & feito uma fu'hc-gmv.gao numa fotoalinhadora MJB-3 N300 {KarSuss, Garching,
Gamany}, por Exposrgau aluz UV, Para compor o nivel supericr, foi feito um PDMS {:onﬁ;ura‘ndo o canal em
formato de ', usando a técnica de litografia macia, ecnme-ndoﬂ.rms(wﬂ‘lﬁmdedumem} que foram feitos
com o auxilio de uma agulha sem penta, gue 5& encaikam as exiremidades dos microcanais inferiores para
sarvirem de entrada para o nivel inferior. Devido & hidrofobicididade do POMS, que faz com que as 0e1|.|las adersm
a0 pollmem a POMS dewve ser madificado quimicamente para toma-lo hidrafilico ou .xllcnmarhensmh\u a
suspensac de celulas para impedir a adesio celular ao FOMS. Para fechar o dispositivo & usada uma limina de
vidro, contendo as duas enfradas & uma saida (1 mm de didmetro, cada), sendo os furcs feitos com Dremeil), &
colados nestes um matenal cinico plastico para conexdo das mangueiras (1,2 mm de didmetno intermo) que
zervem de entrada das sclugdes. O dspositive foi vedade com pressio dz presithas de metal que conferiu numa
salagem eficiente, permitindo um escoamento estavel das comentes do nivel superior e capacidade de geragdo de
gradients no nivel inferior. Sendo assim, o dispositivo fol capaz de formar gradients de mmniragau linear &
puramente difusivos nas camaras inferores, andu—seapl-n:avé para estudos com células. Aplicagio:
utilizagio de dispositivo vidro-vidro para selecionar as condigdes idsias para crescimenta celular microbiane O
dispasitivo mmmﬂmmmja patenteado (Atenda et al., 2012), composto por widre-vidro & configurado em dais
niveis: inferior supenor, foi empregado para determinar 35 cnncin;oes idesis pars o crescimento celular
microbiano em fungio da gradiente de concentracdo difusivo. Para isso foi analisado o comportaments de células
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