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Resumo. O artigo aborda o desenvolvimento e a instala¢do de um sistema de
controle de gases para um mini-biorreator, projetado para cultivar células
aderentes em condigoes controladas. Com base na infraestrutura existente, o
sistema foi adaptado para fornecer um ambiente com 5% de CO2 e 95% de
02 a 37°C, necessario para o crescimento adequado das células animais.
Foram instaladas valvulas e filtros de linha de 0,22 micrometros para
garantir a esterilidade e a precisdao do controle de gases. Os testes de vedagdo
confirmaram a eficdcia do sistema, sem vazamentos detectados, assegurando
um ambiente esteril e eficiente para a biotecnologia. A implementagdo bem-
sucedida do sistema destaca sua importdncia para aplicag¢oes laboratoriais e
pesquisa em cultivo celular.

1. Introducio

Segundo Doran (1995), um biorreator ¢ "um vaso ou recipiente em que
organismos vivos, células ou seus componentes, como enzimas, sdo utilizados para
realizar uma reagdo bioquimica. Biorreatores sdo projetados para oferecer um ambiente
adequado para a producdo de produtos biologicos em larga escala, fornecendo controle
sobre parametros como temperatura, pH, concentracdo de nutrientes e niveis de
oxigénio."

Entretanto, esse conceito, apesar de fundamental, apresenta possibilidade de
expansdo e ressignificacdo no ponto de vista de suas aplicagdes miniaturizadas. Um
mini-bioreatore (MBR) apresenta possibilidades de realizar o cultivo de células em
ambientes significativamente menores, porém com a mesma eficiéncia.

Um grande gargalo dos MBRs ¢ justamente no monitoramento das variaveis
associadas ao cultivo celular, em especial cé€lulas animais, uma vez que sao
significativamente mais exigentes que células procariotas ou leveduras em geral. Dentro
desse contexto, alternativas como a aplicacgdo de MBRs de bancada em escalas
proximas a 10 mL surgem, porém carecem de potenciais parametros de monitoramento
para células aderentes, por exemplo. (EPPENDOREF, 2020).

Metodos modernos de estudo de procsso de crecimento de células
frequentimente necessiatam um controle em tempo real de processo, que significa, que
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alem do condicdes para crecim ento o MBR tem que proporcional os canais de entrada
e saida de sinais RF e DC para garantir medidas em-citu de parametros.

Um dos desafios de desenvolvimento de um MBR, que permita o crescimento de
células aderentes e atenda as suas necessidades de cultivo, e desenvolver o sistema que
permite mantger dentro deloe atmosfera controléavel de CO».

Tradicionalmente, células animais necessitam de uma concentracao de 95% Oz e
5% CO2 em ambiente umido a 37°C para crescerem. Esse ambiente, ¢ disponibilizado
por meio de incubadoras aquecidas e vedadas, onde a temperatura interna € gerada por
uma resisténcia elétrica e mantida, assim como os gases, por uma vedacao hermética de
borracha.

2. Base teorica de instalacido de linha de gas para MBR

As incubadoras tradicionais conta com um sensor de CO;, mas no caso MBR,
por falta de espago esta solucdo ndo ¢ vidvel. Por isso foi proposta uma estratégia
baseda no fato que MBR, uma vez sendo fechada nao sera aberta ate fim do
experimente. Por isso se bombear quantidade de CO: necessario no inicio de
experimente, depois, durante experimento ndo ¢ necessarios ajustes adicionais, sendo
que consumo de CO: pela células ¢ muito menor (que normalmente acontece) do que o
volume da camara de bioreator.

A justificativa tedrica deste método segue a lei da pressdo parcial de Dalton. Trata-se de
uma lei fundamental da fisico-quimica que descreve o comportamento dos gases ideais
em uma mistura. A lei afirma que, em uma mistura de gases ideais, a pressdo total
exercida € igual a soma das pressdes parciais de cada gas individual. A pressdo parcial
de um gés € a pressdo que o gas exerceria se estivesse sozinho no volume ocupado pela
mistura. Conforme fundamental lei de Dalton (ATKINS, 2010).

Protat = P1 + P, + P3 +- + B, (1)

Onde Proal € a pressao total da mistura de gases, e P1, P2, P3, Py sdo as pressoes parciais
dos gases individuais na mistura. A pressdo parcial de cada gas ¢ proporcional ao
numero de moles desse gas na mistura e pode ser calculada como

P, = x;.Protar ()

Onde, xi ¢ a fragdo molar do gés i na mistura.

[15%2]

Segundo (1-2) se preencher um volume com x; moles de gas com indexe “i” ate pressao
total no reator sobe X% a concentragdo deste gaz serd X% mesmo que depois durante
execugdo de experimento a temperatura vai mudar.

Em nosso caso 5% de CO> tem que ser bombeado dentro de bioreator. O didxido
de carbono ¢ necessario para manter o equilibrio acido-base no meio de cultura das
células. A pressdo parcial de CO; € ajustada para cerca de 5% da pressado total dentro da
incubadora, o que ajuda a estabilizar o pH do meio juntamente com a presenca das
solugdes tamponantes nos meios de cultura. Considerando a pressao total de 1 atm, a
pressdo parcial de CO; seria 0,05 atm.
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Justamente para mimetizar esse ambiente os MBRs aplicam estratégias
semelhantes de temperatura e vedag@o, porém a alimentacdo dos gases também deve ser
realizada de maneira estéril e respeitando a disponibilizando pressdo parcial de CO; e
0.

3. Materiais e métodos

Objetivo deste trabalho e projetar e instalar uma linha de gads CO; para um mini
dentro de ambiente que ja existe no CTL. A linha a ser projetada tem que sair de
ambiente estéril e ter uma ponta de eabastecimento para bioreator em um ambiente
comum.

3.1. Diagrama de blocos do Sistema e controle de gases

Previamente a instalacdo, o sistema de CO: da sala de cultura apresenta uma
ramificacdo direta da entrada de CO2, conectada a um fluxémetro e distribuida para
duas estufas disponiveis, conforme observado na Figura 1.

Figura 1 - Instalacdo Anterior .A)Foto da entrada de CO2 (tubo de ago cinza), valvula
central e os tubos de CO2 direcionados para a estufa. B) Fluxémetro instalado
previamente na parede, que recebe a saida da valvula central e ramifica para as estufas.
C) Ramificagdo em “T” para as estufas. D) Detalhamento das presilhas pléasticas usadas
para a vedacdo do sistema.

Visando recondicionar a linha de gases ja disponivel no CTI - Renato Archer, foi
dimensionado um sistema que utilize a linha de CO> ja disponivel e somente adapte o
diametro dos tubos e a esterilidade do processo até o mini-bioreator. Essa adaptacdo esta
descrita na Figura 2, indicando o diagrama de blocos das instala¢des a serem feitas.
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Figura 2 - Diagrama de blocos instalagdo CO2

Na regido denominada Sala de Cultura uma adaptacéo sera realizada por meio de
um acoplamento direto da valvula central aplicando trés valvulas ON/OFF (Swagelok®™
Multipurpose Ball Valves with Yor-Lok Fittings), sendo duas para direcionadas para as
incubadoras e outra comandando a linha de gas direcionada até o mini-bioreator.

Na parcela denominada Lab Biotecnologia foi instalado duas valvulas
pneumaticas para o controle da entrada de gas do mini-bioreator, conforme indicado no
diagrama. O sistema de valvulas é composto por uma valvula ON/OFF Swagelok Ball
and Quarter-Turn Plug Valves Medium Flow Metering Valve, 1/4 in e uma vélvula
agulha Stainless Steel Medium Flow Metering Valve, 1/4 in. Male Swagelok,
ambas disponibilizadas pelo CTI - Renato Archer.

3.2.Instalaciio de linha de gases para mini-bioreator

3.2.1.Instalacao de filtros

Para manter a esterilidade do sistema foram aplicados filtros de linha de CO2 a
base de membrana 0.22 um em suportes de ago inox em dois setores da instalagéo, na

Mini-bioreator
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sala de cultura e na sala de biotecnologia. O primeiro filtro foi instalado junto as
valvulas ON/OFF da sala de cultura, possivel ser observado na Figura 3, o segundo
junto ao perfilado pléastico da sala de biotecnologia, observado na Figura 6 e o ultimo
estaria junto ao MBR.

3.2.2.Instalacio sala de cultura

Buscando recondicionar a instalacdo anterior e torné-la mais eficiente (Figura 3)
foram aplicados novos adaptadores em “T” de latdo, trés valvulas ON/OFF e o
acoplamento direto de um filtro, conforme observado na Figura 3.

,U'” mf' —

Figura 3. Parte mecénica de linha de CO; instalada na sala de cultura.

O sistema de distribuigdo de gases ¢ constituido por trés valvulas ON/OFF
(Swagelok® Multipurpose Ball Valves with Yor-Lok Fittings), dois adaptadores em “T”
de estanho e um adaptador de estanho para a instalacdo do filtro acoplado ao sistema,
esse que sera direcionado para o MBR.

3.2.3.Instalacio laboratorio de biotecnologia

Para realizar a interface entre o laboratorio de biotecnologia e a sala de cultura,
seria necessario aplicar um suporte para abrigar as valvulas ON/OFF e agulha.
Utilizando um perfilado profundo de aco inox em “U” com 600x2,5 mm (Codigo IC-
CNL-D-S-SL6-55-2,5) com adaptacOes para abrigar as respectivas valvulas, é possivel
observar o perfilado com as furagdes realizadas na Figura 4.
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Figura 4 - Perfilado com as Vélvulas

O perfilado foi cortado em um comprimento de 240mm e dois furos de 22mm de
didmetro para abrigar as valvulas. Por conta das diferentes alturas das valvulas aplicas
foi necessario realizar a furacdo em planos diferentes, sendo o plano frontal (oposto a
parede) abrigando a véalvula ON/OFF e o plano superior abrigando a valvula agulha,
conforme observado na Figura 5.
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Figura 5 - Desenho dos Furos Perfilado
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N&o somente a altura necessitou de uma adaptacdo, mas também a aplicacéo de
um calco de estanho para impedir manter os canos internos retos, foi fabricada e
instalada em conjunto com o conjunto de valvulas, conforme observado na Figura 5.
Dois furos também foram realizados no plano paralelo a parede para abrigar dois
parafusos de 8 para fixacdo da instalagdo, conforme observado na Figura 6.

Figura 6 - Instalagéo do Perfilado e Filtro

4. Resultados e discussao

4.1. Testes de linha de gases

O teste da linha de gases foi realizado inicialmente por meio da checagem das
vedagdes por agua e sabdo visando identificar possiveis vazamentos de gas. Conforme
observado na Figura 7, apés a instalacdo do sistema correspondente a sala de cultura o
sistema de gases foi esvaziado. Em seguida, a solugdo contendo sabdo de agua foi
adicionada em todas as ligacbes isoladas com veda-rosca buscando observar o
aparecimento de bolhas — indicativos de vazamentos.
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Figura 7 — Teste de Vedagéo Sala de Cultura

Entretanto ndo foi observado nenhum vazamento de CO> ap0s repetidos testes
de esvaziamento nem perda de pressdo na linha instalada, observado pela permanéncia
do ponteiro do mandmetro na pressao indicada 30bar.

5. Conclusio e consideragoes finais

O artigo conclui que a adaptacdo e instalacdo do novo sistema de gases para o
mini-biorreator foram bem-sucedidas, atendendo aos requisitos de crescimento das
células aderentes em um ambiente controlado. Os testes de vedacdo realizados
mostraram que ndo houve vazamento de CO,, garantindo a eficacia e a seguranca do
sistema instalado. A abordagem proposta oferece uma solugdo eficiente e pratica para o
cultivo de células animais, destacando a importancia de um controle rigoroso das
condi¢cdes ambientais e dos gases em MBRs. A instalacdo desse sistema no mini-
biorreator representa uma contribuicdo significativa para a biotecnologia, permitindo a
expansao do uso de MBRs em aplicagdes laboratoriais e de pesquisa.
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