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A separacéo e classificagdo de células sanguineas sao utilizadas de uma forma
abrangente dentro da medicina: diagnéstico, terapéutica e biologia celular. O sangue,
por ser um tecido de facil acesso e rico em informacdes, € o material mais utilizado. No
entanto, sua mistura é complexa, e a sua separacdo € necessdria para uma analise
mais precisa. Existem varias técnicas convencionais para separacgao de células, todavia
estas técnicas sao frequentemente trabalhosas e exigem varios passos e rotulacdes
para identificar células e pacientes. Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo
apresentar e contribuir com a fabricacdo de baixo custo de microsseparadores de
células baseados na lei de bifurcacdo (ou Efeito de Zweifach-Fung). Os moldes dos
dispositivos foram fabricados em acrilico sem a necessidade de uma sala limpa e os
microsseparadores foram moldados em dois diferentes polimeros: Uretana-Acriltato
(UA) e polidimetilsiloxano (PDMS). Simulagdes foram realizadas na caracterizagdo do
microsseparador: angulos entre as bifurcacdes, velocidades médias de entrada e
guantidade de particulas presente no escoamento. Verificando o modelo computacional
adotado com resultados experimentais com perfil de velocidade adquirido por meio de
micro-PIV, balangco de massa e casos reais fazendo uso de sangue humano e animal.
Comparando o0s resultados apresentados pela literatura, estudos tedricos e
experimentais, verificou-se que a eficiéncia de separacéo tem valores préximos e assim

os métodos adotados no presente estudo foram pertinentes.
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The separation and classification of blood cells are used in a comprehensive way
within medicine: diagnosis, therapy and cell biology. Blood, being an easily accessible
and information-rich tissue, is the most widely used material. However, it is mixing is
complex, and their separation is necessary for a more accurate analysis. There are
several conventional techniques for cell separation, however these techniques are often
laborious and require several steps and labeling to identify cells and patients. In this
context, the present work aims to present and contribute to a low-cost manufacture of
cell microsseparation based on the bifurcation law (or Zweifach-Fung Effect). The molds
of the devices were manufactured in acrylic without the necessity of a clean-room and
the microsseparations were molded in two different polymers: Urethane-Acriltato (UA)
and polydimethylsiloxane (PDMS). Simulations were carried out in the characterization
of the microsecarator: angles between the bifurcations, mean velocities of entry and
quantity of particles present in the flow. Verifying the computational model adopted with
experimental results with speed profile acquired through micro-PIV, mass balance and
real cases using human and animal blood. Comparing the results presented by the
literature, theoretical and experimental studies, it was verified that the separation
efficiency has close values and thus the methods adopted in the present study were

pertinent.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

1.1 Motivacao e objetivos

Microdispositivos vém sendo progressivamente utilizados na separagéo celular, e
tem comprovadamente se afirmado como ferramenta poderosa para o diagnéstico de
doencas e outras aplicagdes em biologia celular. O diagnostico rapido e preciso permite
detectar com exatiddo de determinada doenca ainda que em seu estagio inicial. De fato,
o diagndstico correto aumenta o éxito no sucesso no tratamento de doencas, e o0 uso de
microdispositivos como ferramenta de diagndstico vem apresentando crescimento
exponencial na Ultima década devido aos excelentes resultados.

Entre as principais justificativas para o aumento da utilizacdo de microdispositivos
na Medicina moderna, destacam-se a necessidade de acelerar decisdes terapéuticas e
de substituir procedimentos laboratoriais complexos e caros. Os novos procedimentos
necessitam de menor quantidade de material biolégico para compor uma amostra
guando comparada aos métodos tradicionais de diagnéstico, ou seja, uma Unica gota
de material biol6gico possui quantidade de material suficiente para a analise imediata e
de alta precisédo para diagnostico de doencas através de marcadores de doencgas ou da
combinacdo destes. Os novos procedimentos necessitam de menor quantidade de
material biolégico para compor uma amostra quando comparada aos métodos
tradicionais de diagnéstico.

Pacientes delicados, com quadro avancado de doencas ou debilitados necessitam
de urgéncia e precisao em seus diagnésticos, um exemplo que hoje é aplicado em larga
escala seria o exame do pezinho. Esse exame pode diagnosticar precocemente

doencas metabdlicas, genéticas e infecciosas.



O recém-nascido com doenca falciforme, por exemplo, é geralmente assintoméatico
devido ao efeito protetor da hemoglobina fetal, que, neste periodo da vida, representa
cerca de 80% do total da hemoglobina. Por este motivo, os testes de falcizacao
(pesquisa de drepandcitos) e os testes de solubilidade ndo se aplicam durante os
primeiros meses de vida.

Os testes usados em triagem populacional devem ser sensiveis e apresentar boa
relacéo custo-beneficio (Ferraz & Murao, 2007). A concentracdo normal de hemoglobina
no recém-nascido e um adulto tem uma diferenga significativa, como mostrado na

Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Concentracdo normal das hemoglobinas no recém-nascido e adulto
(Ferraz & Murao, 2007).

Hemoglobina ‘ % no recém-nascido ‘ % no adulto
Hb A (a2B2) 0a20 96 a 98

Hb A2 (a262) Oail 2,0aa3,7
Hb F (a2y2) 80a 100 0,2a15

Os métodos convencionais para diagnésticos adotam em geral o processo de
centrifugacéo. Essa técnica apresenta a vantagem de elevada eficiéncia de separacao
e pureza (> 90%), mas a desvantagem da centrifugacao € a utilizacdo de equipamentos
e partes méveis. Quando comparado com o método utilizando microsseparadores, por
exemplo, técnicas com microcanais bifurcados, o processo de diagnéstico torna-se mais
simples, trazendo agilidade para a intervengéo terapéutica, menor custo e necessitando
de uma menor quantidade de material bioldgico.

Outro exemplo que pode se fazer o uso de microsseparacdo seria a
microsseparagdo magnética, a qual fazendo uso de um campo magnético sobre o fluido
num microcanal, separam-se misturas com diferentes materiais.

Fendmenos hidrodindmicos que envolvem propriedades intrinsicas do sangue e
das micro-vasculaturas podem ser utilizadas para uma separacao da parte liquida da

parte solidas desse material biol6gico. Dentro da micro-vasculatura, os glébulos



vermelhos (GVs) tém tendéncia a se concentrarem junto ao centro do vaso, ao passo
que os glébulos brancos (GBs) sdo associados a uma regido rica em plasma junto as
paredes (Glossett, Westbrook, & al., 2010). O efeito Zweifach-Fung, ou a lei da
bifurcacéo, descreve o comportamento dos GVs quando o micro-capilar se separa em
dois canais, onde estas células (GVs) “escolhem”, predominantemente, o maior dos
capilares na bifurcacdo. O Efeito Zweifach-Fung esta presente nos canais mais amplos
e também naqueles em que as taxas de escoamento sdo maiores (Sollier & al, 2009).

Ainda que a reducgé&o dos custos de operacgédo e fabricacdo de microsseparadores
para diagnostico de doencas especificas venham a atender a sua utilizagdo em
laboratérios, ndo ha pretensédo que a escala industrial seja atendida nesse cendario
(SisNANO, 2016). Além de diagndstico, microdispositivos sdo também utilizados na
Biologia Celular, ajudando a tentar compreender o comportamento celular através de
isolamentos dos componentes sanguineos. Por essa razdo, algum estudo sobre as
caracteristicas do sangue é requisito importante, considerando que este fluido do corpo
humano, que passa por todos os oOrgdos e tecidos, fornecem informacgles
importantissimas sobre as condi¢des do paciente. Por sua composi¢do em parte sélida
e liquida, € amplamente utilizado em diagndsticos, sendo de forma fracionada ou total.

A fabricacdo dos microdispositivos, presentes na literatura, € feita, entre outros
modos por meio de polimeros, como por exemplo, polidimetilsiloxano (PDMS). Este
polimero, para sua utilizacdo, necessita de um ambiente especifico para sua
manipula¢do e um alto custo no momento de selagem entre a tampa de vidro e a base
confeccionada com o PDMS, onde os microsseparadores se encontram, fazendo uso
de plasma de oxigénio. Em contrapartida, 0s equipamentos necessarios para a
fabricacdo de microdispositivos fabricados em UA (uretana-acrilato) sdo de facil
aguisicdo e manuseio.

De fato, dos equipamentos para a fabricacdo dos microdispositivos em PDMS torna
0 processo economicamente invidvel para utlizagdo no diagnostico de doencas

enquanto a UA torna esse processo adequado a esse segmento de mercado brasileiro.
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Além da sofisticacdo das instalacbes necessarias para a fabricacdo do
microdispositivo mencionado, a aquisi¢cdo do polimero também é um fator determinante
para a escolha do processo produtivo. No caso o Brasil, a fabricacdo em PDMS depende
da importacdo desse material, enquanto a fabricagdo em UA se faz mais viavel e de facil
aguisicao.

Para diminuir o custo de fabricacdo desse microdispositivo deve-se buscar
alternativas para de aumento da variabilidade de materiais além do PDMS. Uma
alternativa encontrada foi o polimero uretana acrilato. Este polimero € fotossensivel, o
qual tem de menor valor, facilidade no procedimento de selagem, facil aquisicdo e a
fabricagdo, uma vez que sao realizadas através de um equipamento mais acessivel.

O método tradicional de separacao sanguinea € por meio de centrifugacdo e uma
quantidade significativa de amostra sanguinea é retirada do paciente. Para diagnosticar
enfermidades associada ao sangue, deve-se ir até um laboratério de analises clinicas,
retirar uma amostra de material biol6gico, o qual passara por um processo de
centrifugacéo e analise do material e dias ap0s voltar ao local pra obter os resultados
dos exames e encaminhar para o0 médico. Com o processo de microsseparacao, a
guantidade de amostra coletada é menor, ou seja, menos evasiva e o microdispositivo
€ composto por uma entrada para 0 sangue e duas saidas, uma para a parte sélida
(eritdcritos) e outra para a parte liquida (plasma). A funcionalidade desse dispositivo é
de simples manuseio e tao eficiente quanto técnicas ja aplicadas tradicionalmente e em
tempo real para aplicagbes em lab-on-a-chip. Devido a sua pequena estrutura, 0 seu
custo para a fabricacdo é menor e pode ser transportado com facilidade.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral projetar, fabricar,
caracterizar e experimentar um microsseparador confeccionado em dois diferentes
polimeros: polidimetilpolisiloxano conhecido popularmente por PDMS e UA, que estara
baseado no Efeito Zweifach-Fung também conhecido como Lei da Bifurcacao, levando
em conta os parametros geométricos, caracteristicas de escoamentos nos canais de

pequena dimensao e diferentes materiais bioldgicos (humano e canino) com diferentes
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diluicbes baseadas na porcentagem de hematodcritos presente em cada amostra
coletada.

Para alcancar esse objetivo geral, as etapas de trabalho foram estruturadas sobre
0S seguintes objetivos especificos:

- Estudar o comportamento de fluidos newtonianos e ndo newtonianos dentro de
microcanais bifurcados, ou seja, Efeito Zweifach-Fung;

- Realizar estudos sobre o estado da arte dos métodos de microsseparagéo
aplicados a material biolégico e fluidos incompressiveis;

- Projetar um microsseparador baseado no Efeito Zweifach-Fung, utilizando os
conceitos basicos de diametro hidraulico, a resisténcia hidraulica, velocidade e pressao
para os microcanais do dispositivo;

- Realizar estudo tedrico utilizando a plataforma computacional COMSOL,
calculados: diametro hidraulico, resisténcia hidraulica, velocidade, nimero de Reynolds,
relagdo entre as vazdes do microcanais bifurcados, angulos entre 0os microcanais,
simulacdo de escoamento utilizando fluidos (agua e sangue), para obtengéo de valores
de velocidade média e pressdo em cada um dos microcanais para definir o melhor
design e geometria, encaminhando assim o estudo experimental;

- Pesquisar técnicas de fabricacdo e selagem utilizando polimeros com diferentes
custos (Uretana Acrilato e PDMS);

- Fabricar microdispostivos utilizando um molde em PMMA usinado em uma
microfresa e com os polimeros UA e PDMS;

- Caracterizar geometricamente o molde fabricado em PMMA e 0s microcanais apos
0 processo de litogragia macia antes da selagem;

- Simular o escoamento de fluido (sangue e agua) para as novas geometrias
caracterizadas pelo microscopio 3D, para posteriomente comparar resultados e verificar

possiveis discrepancias;



- Utilizar diferentes técnicas experimentais (balanco de massa e micro-PIV) para
realizacdo do estido de escoamento e perfil de velocidade dentro dos microcanais em
ambos polimeros utilizados;

- Comparar os resultados obtidos nos diferentes estudos (tedrico e experimental);

- Preparar o material biolégico (humano e canino) coletado, com base no resultado
do analisador hematoldgico automatizado, o qual fornece as caracteristicas sanguineas
de cada amostra, entre elas, a porcentagem de hematdcritos presente, no qual &
baseado as diluicbes de 5%, 10% e 16%;

- Microsseparar as amostras com diferentes diluicdes utilizando diferentes
dispositivos;

- Analisar o resultado da microsseparagcdo em cada um dos microcanais de saida,
utilizando novamente o analisador hematoldgico automatizado;

- Calcular a eficiéncia de separagéo obtida para os materiais bioldgicos (humano e
canino), com diferentes diluicbes e diferentes dispositivos fabricados com polimero de
alto e baixo custo (PDMS e UA);

- Comparar os diferentes resultados obtidos com os dispositivos fabricados em
PDMS e UA.

Vale salientar a fundamental importancia da colaboracdo do Laboratério Brasilero
de Controle de Dopagem (LBDC) o qual é parte intregante do Laboratério de Apoio ao
Desenvolvimento Tecnholdgico (LADETEC), do IQ-UFRJ.

No LBDC foram coletadas as amostras sanguineas de voluntarios, analisadas por
um analisador hematol6gico automatizado para obter as caracteristicas sanguineas de
cada amostra e com base na quantidade de hematdcritos era calculada a diluigdo com
5%, 10% e 16%. Com a amostra submetida ao dispositivo, o fluido obtido em ambas as
saidas eram levados novamente para o analisador hematolégico automatizado para
obter o resultado da microsseparacdo. Com bases nesses resultados, era entdo

calculada a eficiéncia de separacdo do microsseparador.



Capitulo 2

2. REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo, sdo revisados trabalhos disponiveis na literatura até o momento que
abordaram métodos de microsseparacédo, a importancia do desenvolvimento do estudo
microfluidico para o desenvolvmento tecnoldgico.

Um dos métodos mais convencionais para a deteccdo de doencas é através de
coleta sanguinea. Coletada a quantidade de amostra, o material biolégico passa por
verificagfes de variacdo de parametros pré-estabelecidos para identificar qual poderia
ser o diagnadstico e posteriormente um possivel tratamento da enfermidade encontrada.

Com o avanco dos estudos ligados a area da tecnologia, essas verificacao de
parametros vem entdo evoluindo e buscando uma forma que essa andlise seja mais
rapida e tao eficiente quanto as formas tradicionais existentes. O estudo de microfluidica
apresenta uma de suas inumeras aplicacdes na area de diagndstico e tratamento de
doencas que acometem o corpo humano.

Diagnostico de doencas que podem ser disseminadas rapidamente devem ser
obtidos em um curto espaco de tempo para que seu tratamento se inicie em poucos dias
apo6s a confirmacao. Em paises com baixo desenvolvimento tecnolégico, necessitam de
meios de deteccado de doencas de forma rapida e confiavel para assim evitar epidemias.
Com essa visdo, em 2004, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu
diretrizes para o desenvolvimento de meios de diagnosticos adequados para a detecgéo
de tuberculose. Este método de detec¢do de marcadores recebeu a sigla ASSURED
(Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid and robust, Equipment-free and
Delivered to those in need) (Chocalheiro, 2014).

O sangue percorre todo o corpo humano, passando por veia cava (3 cm), aorta (2

cm), artérias (4 mm), veias (1,5 mm), arteriolas (50 um), vénulas (40 um) e capilares (8



um). O tamanho das hemacias do corpo humano (parte sélida) tem didmetro aproximado
de 7 um e a capacidade de se deformar para entrar em capilares que sé&o proximos a
sua dimenséo geométrica quando estdo saudaveis. A parte liquida do sangue (plasma)
circula juntamente com o0 as hemacias por todas os 6rgdos que compde O corpo
humano.

A microcirculacdo compreende 0s vasos sanguineos e linfaticos com diametro
inferior ou igual a 100 um (JUNIOR, 2006) (Bouskela, 1999) (Fleming, 1985). Inimeros
fenbmenos fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos ocorrem ao nivel da
microcirculagdo, sendo que a medida de velocidade do fluxo sanguineo na
microcirculagdo € um fator importante para a determinacdo da oxigenac¢ao sanguinea e
da concentracdo de hemoglobina. Estudos de eritrécitos encontram diversas aplicacdes
relacionadas a fisiologia da microcirculagéo (Fleming, 1985) e a avaliagcao da eficiéncia
de medicamentos.

Em grandes artérias onde o didmetro dos vasos sanguineos € suficientemente
grande comparativamente a células individuais, é adequado considerar o sangue como
um fluido Newtoniano (YC, 1993) (Yamaguchi, 2006). Deste modo, o sangue nas
grandes artérias pode ser estudado como um fluido homogéneo, onde a influéncia das
particulas no escoamento € ignorada.

No entanto, como as artérias se dividem em continuas artérias com menores
didmetros, a area da secc¢ao transversal vai ser amplificada, logo tanto a pressédo como
a velocidade reduzem a medida que o sangue flui para os vasos de menor porte (YC,
1993) (Yamaguchi, 2006).

Quando o sangue atinge as arteriolas e capilares, o niumero de Reynolds (Re) torna-
se menor que um, onde a forca viscosa domina sobre as forcas de inércia (Caro, 1978)
(YC, 1993). A microcirculacdo estabelece o ponto em que o sangue e os tecidos dos
distintos 6rgaos corporais entram realmente em contato (Silva J. e., 1997).

Os fluidos podem ser considerados Newtonianos e ndo-Newtonianos, mediante o

seu comportamento. S&o considerados fluidos Newtonianos, aqueles que demonstram
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a mesma viscosidade em qualquer velocidade de escoamento, por exemplo, a agua, o
ar, o plasma e a gasolina. Estes exibem um comportamento viscoso ideal, onde a
variacdo da tensao de corte por gradiente de velocidade é linear (Lima R. 1., 2012).

Denomina-se fluido ndo-newtoniano, um fluido cuja viscosidade varia mediante o
grau de deformacao exercido. O sangue como fluido ndo-Newtoniano caracteriza-se por
possuir uma viscosidade dindmica de aproximadamente yu = 0,04 Pa.s e uma massa
especifica de p = 1060 Kg/m?, demonstrando ter um comportamento néo linear (Lima R.
l., 2012).

Para o perfil de escoamento sanguineo, o qual foi estudado durante muitos anos, €
indicado que o sangue com baixa porcentagem de hematdécritos apresente um perfil
mais préximo de uma pardbola e com maior porcentagem de hematocritos que esse

perfil mude para a forma de pistdo, como mostrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Perfil de velocidade sanguinea (Lima R. I., 2012).

O diagnéstico de doencas através de meios menos evazivos e que necessitem de
uma quantidade pequena de amostra também se faz importante em meios veterinarios,
principalmente em animais de pequeno porte (Bruno Ferreira Soares, 2012).

Um estudo comparativo entre uma média de hemogramas humanos e cées, aponta

gue a quantidade de hemacias e a porcentagem de hematdécritos apresentam valores



muito préximos, diferenciando significativamente a quantidade de plaquetas, como

motrado na Tabela 2.1 (Bruno Ferreira Soares, 2012).

Tabela 2.1: Comparacao entre valores médios de hemogramas de sangue humano e
canino (Bruno Ferreira Soares, 2012).

Sangue ‘ Hemacias (M/mm?3) ‘ Hematdcritos (%) ‘ Plaquetas (M/mm?3)
Humano 4,3-6,0 13,5-17,8 140000 — 400000
Canino 50-8,5 12,0-18,0 200 -900

Buscando entdo meios de separar as heméacias do plasma através de
microdispositivos, fez-se um estudo sobre métodos de microsseparacdo, buscando
entender o processo fisico de cada um deles. Qual seria mais apropriado fabricar e
experimentar com 0s equipamentos que estariam disponiveis para desenvolver o
estudo, que apresentasse baixo custo, facil aplicacéo e facilitasse a fabricagdo com
diferentes polimeros.

Com o objetivo de fabricar o microdispositivo, caracterizar, experimentar e verificar
0 que seria projetado, as diferentes técnicas de separacdo passiva foram revisadas e
estdo apresentadas a seguir. O Efeito Zweifach-Fung também conhecido como lei da
bifurcacdo se mostrou um excelente método, apresentando até 97% de eficiéncia de
separacdo com 5% de hematdcritos presente no fluido (Tripathi, Siddhartha, et al.,

2013).

2.1 Meétodos de microsseparacao

A microfluidica pode ser de forma simpléria definida como sendo o estudo da
mecanica dos fluidos aplicada a microssistemas. O avango dessa area de pesquisa,
tem-se mostrado com grande potencialidade de aplicacdo, em especial nas ciéncias
biologicas. A possibilidade do uso da microfluidica neste tipo de analise, além de ser
menos invasiva, requer uma pequena amostra de sangue do paciente e assim obtendo

um resultado mais rapido e preciso de sua doencga e assim iniciando o tratamento com
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brevidade e com maiores chances de recuperacéo (Bi-Feng Liu, et al., 2005) (Jian Chen,
et al, 2012).

Véarios métodos de separacdo tém sido estudados, este campo de rapido
crescimento da tecnologia tem encontrado numerosas aplicagdes em Biomedicina,
diagndsticos, andlises quimicas, inddstrias automotiva, eletrénica e de processamento
na avaliacdo ambiental. Técnicas passivas utilizam a interacdo entre as particulas, o
escoamento e a estrutura do canal e ndo requerem forcas ou agdes externas. Por outro
lado, técnicas ativas fazem uso de campos externos em varias formas, como por
exemplo, forcas magnéticas e/ou acusticas, e podem oferecer um melhor desempenho
de separacgéo (Sajeesh & Sen, 2014).

A base das aplicagBes de microfluidica é o desenvolvimento de dispositivos como
ferramentas de diagnéstico chamados de “point-of-care” e “Lab-on-a-Chip” (LOC). Um
dispositivo tipico Lab-on-a-Chip pode incluir varios médulos funcionais: transporte da
amostra, modulo de prepara¢édo, médulo de separac¢do, médulo de detecgdo e analise,
todos incorporados em um Unico dispositivo (Sajeesh & Sen, 2014).

O moébdulo de separacdo tem importancia fundamental em aplicacées onde uma
amostra pode ser purificada através da separacao de elementos biolodgicos, bem como
em aplicagbes analiticas onde esses elementos separados sdo cuidadosamente
estudados. Além disso, a selecdo baseada no tamanho dos elementos numa amostra é
uma das tecnologias importantes nos dominios da produgéo industrial, industria quimica
e de alimentos, avaliagdo ambiental e quimica ou a investigagéo biolégica. A triagem de
elementos micros em um fluxo continuo é necessario para uma ampla variedade de
aplicacdes, incluindo sinteses quimicas, processamento de minerais e analises
biol6gicas. Em diagnéstico, as técnicas de separacédo podem ser utilizadas para separar
células vivas de células mortas, células de cancer de células normais e células
infectadas por malaria de células saudaveis, entre outras (Bi-Feng Liu, et al., 2005) (Jian

Chen, et al, 2012) (Sajeesh, P., et al., 2014).
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No exemplo de aplicacdo em diagnostico de infeccdo por maldria, as células
sanguineas saudaveis podem facilmente se deformar para circular entre 0s vasos
sanguineos, as células infectadas por malaria ficam rigidas, sem capacidade de
deformacéo e assim o sangue fica incapacitado de circular pelos menores vasos (Jason
P. Beech, 2012).

O desempenho dos dispositivos € classificado com base no tempo de separacao,
eficiéncia de separacgdo das particulas, rendimento e aplicabilidade. A separacao e as
técnicas de seleg¢do séo classificadas como: (i) passiva, (i) ativa e (iii) as técnicas
combinadas. As técnicas de selegdo ativas envolvem um campo externo para triagem
de particulas (campo magnético, acustica...), as técnicas de triagem passivas fazem uso
somente da interacdo entre as particulas, estrutura de microcanais e do escoamento.
As técnicas de separacdo passivas tém vantagens sobre as técnicas ativas, uma vez
gue ndo é exigido nenhum campo externo para o processo de selecdo tornando essa
técnica mais barata. Todavia, técnicas de triagem ativas, apresentam uma eficiéncia de
separacdo com rendimento relativamente superiores (Sajeesh, P., et al., 2014), ambas
as técnicas serdo apresentadas no presente trabalho, mas com enfoque somente nas
técnicas passivas, uma vez que a presente tese optou por escolher uma tecnica passiva
para projeto e fabricacdo dos microsseparadores aqui descritos. Uma ilustracéo destas
divisbes e classificacdo dos varios meios de separacdo de particulas e técnicas é

apresentada na Figura 2.2.
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Triagem e separacao de particulas

Técnicas Passivas Técnicas Ativas

Fracionamento de
fluido por Dieletrophorese

compressao

Fracionamento de

. L Magnética
fluido por inércia g

Manipulagdo de
microvortex

Deslocamento
deterministico
lateral

Filtracao
Hidrodinamica

Microhidroci-
clone

Efeito Zweifach-Fung -
Lei da Bifurcagao

Figura 2.2: Classificacéo de varios métodos de triagem e separacédo aplicados em
microfluidica, adaptado de (Sajeesh, P., et al., 2014).
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2.1.1 Separacdao por técnicas passivas

As técnicas de separacdo passivas podem ser aplicadas quando ha preocupacao
com o gasto de energia neste processo, enquanto as técnicas de separagdo ativas sdo
indicadas onde é necesséaria maior eficiéncia de separacdo e/ou classificacdo de
particulas. Dentro das técnicas combinadas, ativa e passiva, sdo empregados forcas
externas para melhorar ainda mais a separacéo e classificacdo de desempenho do
microsseparador. As técnicas de separacdo passiva e ativa sdo classificados em
diferentes modos, com base nos principios de funcionamento.

Em cada método, em primeiro lugar, € necessario ter clareza do que se quer
separar, qual a eficiéncia necessaria, tamanho de particulas e associar a isso o principio
operacional de cada técnica. Podem ser citadas como sendo passivas as seguintes
técnicas de triagem e separacao (Figura 2.2): fracionamento de fluido por compresséo,
filtragcdo, filtracdo  hidrodindmica, Efeito Zweifach-Fung,  microhidrociclone,
deslocamento deterministico lateral, manipulagdo de vortex e fracionamento de fluido
por inércia (Bi-Feng Liu, et al., 2005) (Jian Chen, et al, 2012) (Sajeesh, P., et al., 2014)
(C. Wyatt Shields IV, et al, 2015). A seguir as técnicas de separacdo passivas seréo
analisadas em mais detalhe, devido ao objetivo de desenvolver, fabricar e analisar um

microdispositivo de baixo custo e facil aplicacédo do dispositivo.

2.1.1.1 Fracionamento de fluido por compressao

Esta técnica é classificada como triagem passiva que pode ser utilizada para um
continuo dimensionamento de particulas em um microcanal, empregando as
caracteristicas de escoamento laminar. O fluido contendo as particulas a serem
classificadas é deslocado por um fluido livre de particulas, tal como representado na
Figura 2.3. O microcanal inclui um segmento comprimido onde as particulas séo
alinhadas com uma das paredes laterais através do controle das vazdes de ambos 0s

fluidos. Em um fluxo laminar, uma particula tem uma tendéncia para fluir ao longo da
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linha critica que passa através do seu centro de massa. Para particulas menores, as
linhas de corrente que passam pelo seu centro de massa estdo mais proximas da
direcdo da parede do canal e, para as particulas maiores, as linhas de corrente que
atravessam pelo seu centro de massa, longe da linha critica, estdo mais préximas do no
centro do canal. A mistura de liquido e particulas que saem do segmento comprimido
sdo separadas pelas linhas de corrente que as espalham de acordo com 0s seus
tamanhos (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields 1V, et al, 2015).

A técnica de fracionamento de fluido por compressédo assume que o fluido é
incompressivel, e condicdo de nao deslizamento, baixo nimero de Reynolds e
condigbes de estado estacionario sdo satisfeitas. Além disso, presume-se que as
particulas ndo perturbam o escoamento de fluido ou interagem com as paredes do
canal. Esta técnica pode ser aplicada a varios tipos de particulas a serem separadas, e
0 numero de particulas presentes no fluido de separacdo néo afeta a eficiéncia. O limite
de tamanho das particulas classificadas depende principalmente da distribuicao precisa
das vazdes na entrada dos ramos e a qualidade fracionamento é altamente dependente
da forma de compressao realizada no fluido. Se a largura do segmento de compressao
¢ alta, o perfil do escoamento no limite entre segmento compressor e o alargado torna-
se suave, resultando em uma menor eficiéncia. A largura do segmento compressor
depende do tamanho de particulas presentes no fluido (Sajeesh, P., et al., 2014) (C.

Wyatt Shields IV, et al, 2015).
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Figura 2.3: Design do microsseparador para aplicar a técnica de separagéo passiva de
fracionamento de fluido por compressao (Sajeesh, P., et al., 2014).

2.1.1.2 Fracionamento de fluido por inércia

Quando uma particula se move ao longo de um microcanal reto, duas forgas agem
sobre a particula: (i) forca de cisalhamento e (ii) forca devido ao atrito com a parede. As
forcas de cisalhamento induzidas sé&o resultados da natureza parabdlica do perfil de
velocidade dentro do canal. Para uma particula esférica presente perto da linha central
do canal, o gradiente de velocidade é mais elevado do lado da parede onde esta a
particula do que na area central do canal. Portanto, as particulas esféricas correm do
centro ao encontro das paredes do microcanal. O efeito de ‘forca de levantamento
induzido pela parede’ pode ser explicado considerando o campo de escoamento em
torno de uma particula esférica na presenca da parede causando perturbacdes que
conduzem a formag&o de uma assimétrica esteira em volta da particula. Esta assimetria
leva a um empuxo que dirige as particulas para longe da parede. Ambas estas forcas
de sustentacao estardo agindo em dire¢Bes opostas. A migracao lateral de particulas
em microcanais ocorrem devido a sobreposicdo das forcas inerciais e empuxo. As
particulas s@o posicionadas no interior da seccdo transversal de microcanais,
dependendo da sua dimenséo relativa com as dimensdes dos microcanais e, assim, a

triagem de particulas de tamanhos diferentes torna-se possivel (Bi-Feng Liu, et al.,
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2005) (Jian Chen, et al, 2012) (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al, 2015)
(Carlo, 2009).

Quando as particulas sdo posicionadas arbitrariamente, movem-se ao longo de um
microcanal em linha reta, apresentam a tendéncia a ficarem préximas a parede devido
a inércia, é nisso que se baseia esse microsseparador.

Neste dispositivo, as particulas que serdo separadas tém como base no fluxo de
vortice (ou fluxo separadas), que é criado na regido de expansdo. Na camara de
expansao, as forgas de sustentacdo de efeito na parede induzida pelas laterais sdo
enfraquecidas em comparagdo com o elevado grau de cisalhamento induzidas pelo
gradiente forga devido a longa distancia da principal forca para as paredes laterais. As
particulas que se movem perto da linha central sdo desviadas para as paredes laterais
devido a predominancia do empuxo induzido pelo gradiente de cisalhamento. A maioria
das particulas tem sua trajetoéria perto das paredes laterais ao passar por uma série de
canais de contracdo e expansédo (Bi-Feng Liu, et al.,, 2005) (Jian Chen, et al, 2012)
(Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields 1V, et al, 2015). A separacéo inercial das
particulas com base no tamanho é demonstrada pelo efeito das forcas de suspensao
inerciais e forca de suspensao inercial induzida devido a mudanca de momentum.
Quando as particulas passam de uma para outra contragéo, contracdo através de uma
camara de expansao (microcanais com multiplos orificios) como mostrado na Figura
2.4a, ha uma troca de momento entre a particula e o fluido. A Figura 2.4b, mostra que
h& uma troca de momento entre a particula e o fluido. Na primeira transigcdo entre 1-2 e
2-3, ndo ha consideravel incompatibilidade entre a particula e o caminho de fluido.
Assim, a mudanca dinamica e forca inercial induzida sdo menores. Quando a particula
se move da regido de 3 a 4, devido a incompatibilidade no caminho do fluido e das
particulas, o impulso muda consideravelmente a direcdo da forga induzida que esta
agindo em direcao a parede. Devido a presenca da parede, a particula ira alinhar-se a
direcdo da mesma, independentemente do tamanho da particula. O movimento da

particula de 4 para 5 é crucial. Aqui, a incompatibilidade no caminho e a resultante da
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mudanca de momento séo altos, e a for¢a de sustenta¢do induzida esta agindo em uma

direcéo longe da parede (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al, 2015).

(a) Gradiente de
Forca induzida | /=" forca de
pela parede | /70 ) - | cisalhamento
- oy ' ‘ ,\ , ’Wn -
— HT’ } ,‘ !
Diregdo = '* i “p— —
do fluido LSS .
S R

(b)

—
Fluido (o (

Figura 2.4: Separacgéo inercial: (a) fluxo entre um par de contracdo-dilatacdo numa
matriz em um canal em linha reta. (b) Caminho de particulas com trocas de
momentum entre particulas e do fluido, adaptado de (Sajeesh, P., et al., 2014).

Na primeira técnica, fracionamento por compressao, ndo ha interagdo alguma entre
as particulas e as paredes do canal e ndo perturbam o escoamento do fluido, sendo a
separacdo efetivada pelas linhas de corrente que as espalham e o tamanho das
particulas envolvidas sera decisivo na trajetdria que irdo tomar no fluxo.

J& na segunda, fracionamento por inércia, ha interagcéo, e tal interagdo cria uma
zona em volta da mesma, possibilitando forgas inerciais de suspenséo na particula. Este
caminho é tracado pelo balanco entre estas forcas inerciais, as forcas que as puxam
(drag force) e a troca de momento entre o fluido e a particula. O diferencial dessa técnica

é ter o mesmo resultado seja qual for o tamanho da particula usada.

2.1.1.3 Manipulagdo de microvortex

Manipulacdo de microvortex (MVM) € utilizada para a concentragdo de particulas
em multiplos fluxos e separacdo das mesmas, como se mostra na Figura 2.5, um
namero de sulcos em zigue-zague é construido sobre o fundo de um canal. Posicdes
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de equilibrio sdo alcancados pelas particulas com base no equilibrio entre a forca
gravitacional, forca de empuxo e forca de arrasto hidrodindmico. Quando fluxo é gerado
ao longo dos sulcos, vértices sédo criados em direcdo dos vapores e um padrdo de
escoamento helicoidal é obtido. Cada conjunto de ranhuras produz microvortices
simétricos de direcBes alternadas (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al,
2015).

Microvértices exercem forcas de arraste sobre as particulas, tanto na dire¢éo
vertical quanto na lateral, e as particulas concentram-se na interface dos vértices.
Quando as particulas sdo mais leves que a média, elas deslocam-se para a parte
superior do canal e ocupam uma posi¢ao devido ao equilibrio entre as for¢as de empuxo
ascendente e as que arrastam para baixo; e as particulas mais pesadas, ficam na parte

inferior do canal (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al, 2015).
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Figura 2.5: Posicao das particulas na técnica de separacao passiva de microvortex,
adaptado de (Sajeesh, P., et al., 2014).

2.1.1.4 Deslocamento lateral deterministico — DLD

Deslocamento lateral deterministico (DLD) € um método de separag&o continuo que
faz uso da bifurcac@o assimétrica do escoamento laminar em torno de obstaculos.
Particulas que se movem através de uma série de obstaculos com intervalos maiores

do que o tamanho de particula tem o seu caminho determinado com base no seu

19



tamanho e capacidade de deformacdo. As particulas de determinado tamanho e
deformabilidade seguem por um caminho de migragdo equivalente levando a uma
separacao eficiente. Neste caso, as matrizes peridédicas de formato cilindrico sdo
colocadas na direcdo do fluxo. A distancia centro-a-centro entre os postes adjacentes é
A, Dpost é o didmetro do post, e a matriz de postes sao definidos no angulo A em relagéo
a direcdo do fluxo (chamado angulo de migrac¢do), como mostrado na Figura 2.6a. Filas
sucessivas na direcéo do fluxo sdo colocados com um deslocamento lateral de AAL numa
direcdo perpendicular a dire¢édo do fluxo. Existem dois métodos usados para organizar
as estruturas de caminho. No primeiro método (Figura 2.6b), uma matriz retangular esta

rodeada em relacdo a qualquer coluna e no segundo método (Figura 2.6¢) uma estrutura

romboédrica é usada.

(a) Escoamento

parede lateral

e ) )
ol colunas | o | \

,{ C p . f._, C 20 i i {
> B0 000 )00 0K N
D ¢ 0 200 [+ ( '
i direcdo do fluido é Q 3\ J

paralelo as paredes

Figura 2.6: (a) Um esquema de um elemento de deslocamento lateral deterministico
com uma coluna colocado em um angulo com a dire¢&o do fluxo. (b) Arranjo de matriz
retangulares rodeadas de colunas. (c) Colunas de postes romboédricos, onde A é a
distancia entre os centros das colunas, adaptado de (Sajeesh, P., et al., 2014).

O movimento de uma esfera sobre sistema de deslocamento lateral deterministico
foi estudado para compreender o bloqueio direcional da particula. Isso mostra que a

presenca de interacdes irreversiveis entre as particulas que se movem e os obstaculos

guebram a simetria da trajetéria das particulas e um deslocamento lateral é induzido na
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particula. Embora este deslocamento lateral seja pequeno, a natureza periddica do
sistema deslocamento lateral deterministico faz o deslocamento lateral acumular-se e
leva a uma macroscépica mudanca no angulo de migracdo. O movimento de particula
na matriz periédica também é estudado por meio de simulagcdes de dinamica
estocastica. Devido a interacbes ndo hidrodindmicas e interacdes de curto alcance entre
a particula e os obstaculos, a particula que se movimenta torna-se bloqueada em certas

trajetorias periddicas com uma orientagdo ao longo de uma das dire¢des de trelica

(Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields 1V, et al, 2015).

2.1.1.5 Filtracao

A filtracdo é um método que pode ser utilizado com base no tamanho das particulas
para as quais se deseja a separacao, por exemplo, para o fracionamento de sangue nos
seus componentes. Principalmente, quatro diferentes tipos de microfiltros sdo usados:

membrana, Weir, pilar e de cross-flow, tal como mostrado na Figura 2.7.

H

Saida Silicone

(d)

Entrada

Figura 2.7: Diagramas esquematicos de projetos microfiltro: (a) uma vista lateral do
filtro weir; (b) visdo de cima do filtro pilar; (c) visdo de cima do filtro cross-flow;
(d) vista lateral do filtro de membrana (Sajeesh, P., et al., 2014).
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Métodos de separacéo a base de membrana tém sido usados para a separacao de
particulas de amostra. Em plasmaforese usando membrana filtrag&o, o fluxo de plasma
depende da concentracdo de hematdcrito, a pressao transmembranar e a taxa de
cisalhamento na parede. Se a concentracdo de hematdcritos € grande, o entupimento
do filtro € maior e o fluxo é reduzido. Inicialmente, o fluxo aumenta com a pressdo
transmembranar e, em seguida, atinge um equilibrio de presséo independente devido a
deposicéo de globulos vermelhos na face do filtro, como mostra a Figura 2.7. Nesta faixa
de operacdo, a taxa de cisalhamento da parede determina o fluxo de plasma. Como taxa
de corte aumenta, a obstrucdo de camada de gldbulos vermelhos na superficie do filtro
€ modulada pela difusédo de cisalhamento reforgcada.

O principal problema com o método de filtragdo por membrana é a acumulacéo de
particulas sobre o filtro, a qual reduz a eficiéncia de separacdo. Para reduzir
entupimentos da membrana transversal, fluxos reversos periédicos tém sido utilizados

para a limpeza da membrana (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al, 2015).

2.1.1.6 Filtracdo hidrodinamica

Filtrag&o hidrodindmica é semelhante a filtracdo em fluxo transversal, mas elas sé&o
baseadas em principios diferentes. Em uma filtracdo em fluxo transversal, apenas o
fluido portador é coletado através dos canais laterais, mas na filtracdo hidrodinamica,
as particulas sdo também coletadas através dos canais laterais. Quando um canal
lateral é colocado ao longo de um microcanal carregando a amostra, uma certa
guantidade de fluido portador transfere-se para o canal lateral. Se a vazéo de volume
do canal é muito pequena comparada com o canal principal, as particulas de diametro
maiores do que determinado valor ndo irdo fluir para o canal lateral. Este diametro critico
é determinado pela largura virtual (w) da corrente do canal lateral separada do canal
principal, como mostrado na Figura 2.8a-c (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields

IV, et al, 2015).
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Figura 2.8: (a-c) Comportamento de particulas para varias vazfes no canal lateral
(Sajeesh, P., et al., 2014).

Inicialmente, como mostrado na Figura 2.8a, nenhuma das particulas inicialmente
passam para o canal lateral desde que a largura w é muito pequena em comparacao
com o didmetro da particula menor. Se a taxa de fluxo do canal lateral aumenta, entéo
a largura também aumenta para W, e W1, como mostrado na Figura 2.8b, c. Os pontos
ramificados iniciais sdo criados para concentrar a amostra através da remogéo de
algumas partes do fluido portador e se concentrar as particulas nas paredes do canal.
Em seguida, as particulas de diferentes didametros migram para o canal lateral
dependendo das suas taxas de tamanho e fluxo. Finalmente, alta concentracéo de
particulas alvo de grande diametro podem ser coletadas na saida do canal principal
(Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields 1V, et al, 2015).

A técnica de filtracdo hidrodindmica muito se assemelha a lei da bifurcagdo, onde
na referida lei, a exposicéo a diferentes taxas de pressao e distribuicdo das forcas de
cisalhamento conduzem a direcdo da migracdo das particulas, particulas tais que
sempre optam pelo microcanal de maior vazéo. J& na técnica de filtracéo hidrodindmica,
0 meio usado ndo usa bifurcagdo, mas sim, diferenca entre as vazdes do canal lateral e
principal, também estando diretamente o comportamento da particula estando atrelado

ao seu tamanho .

2.1.1.7 Microhidrociclone

O dispositivo de microhidrociclone para a separacao de particulas de liquido utiliza
uma camara cilindrica com um fundo tronco-cénica e um canal de entrada tangencial

para esta camara cilindrica para separar particulas de liquidos com base na forga
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centrifuga. A concepc¢do do dispositivo de microhidrociclone que mostra o fluxo no
interior do dispositivo e uma fotografia da estrutura estao representadas na Figura 2.9a.
A estrutura do dispositivo inclui um microcanal de entrada, uma camara cilindrica com
um fundo tronco-conica e como elemento principal funcional, saida inferior (underflow)
e saida superior (overflow) levando a um microcapilar. Um elemento importante no
hidrociclone é o vértice que esta localizado no topo do capilar, que se estende até uma
certa distancia dentro do corpo principal do hidrociclone para auxiliar a formacao de um
vortice no fluxo de entrada. A entrada de microcanais € tangencial a camara cilindrica.
O fluxo tangencial do ciclone gera um padrdo de fluxo em espiral que permite a
separacao das particulas do liquido, através de uma velocidade radial fluida, orientada
para fora, experimentada pelas particulas sélidas (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt
Shields IV, et al, 2015).

O chip microfluidico é fabricado em trés camadas diferentes. Dado 0 movimento em
espiral do fluido, a velocidade pode ser dividida em duas componentes: uma
componente tangencial (VT), e um componente da velocidade radial (VR) (Figura 2.9b).

O microhidrociclone é utilizado para prever a dindmica do escoamento e de
particulas resolvendo as equacbes de Navier-Stokes para o escoamento e utilizando
uma abordagem Lagrangeana para particulas (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt
Shields IV, et al, 2015).

O dispositivo proposto pode ser facilmente integrado com microambientes; assim, é
adequado para Lab-on-a-Chip e desenvolvimento de microssistemas. Além disso, o
dispositivo € compativel com a abordagem de microfabricagdo, que poderia ser
facilmente produzido em massa e, portanto, pode ser econémico. O dispositivo tem
aplicagbes potenciais em muitas é&reas, incluindo andlise quimica, pesquisa de
materiais, point-of-care, preparacdo de sangue da amostra biomédica e outras

aplicacles (Sajeesh, P., et al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al, 2015).
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Figura 2.9: (a) Desenho do dispositivo de microfluidos com um microhidrociclone para

separacao de particulas de liquido, (b) camera de microhidrociclone (Sajeesh, P., et
al., 2014).

2.1.1.8 Efeito Zweifach-Fung — Lei da Bifurcacéo

Em 1968 K. Svanes e B. Zweifach observaram que na presenca de ramificacdes em
vasos sanguineos muito finos (capilares), as células do escoamento sanguineo
apresentavam tendéncia a escoar para 0 ramo com menor resisténcia ao escoamento
e com vazdo maior (Sung Yang, et al, 2006) (V. Doyeux, et al., 2011). O fato
surpreendente foi a existéncia de escoamento, ainda que em menor vazao, pelo capilar
com maior resisténcia ao escoamento (Sung Yang, et al, 2006) (V. Doyeux, et al., 2011).
Verificou-se também que, quando a vazdo nos dois ramos difere por um fator de pelo
menos 2,5 praticamente todas as células sanguineas vermelhas (eritrécitos ou glébulos

vermelhos) escoavam pelo capilar com maior vazao.
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Em um artigo publicado cinco anos depois, YC Fung relatou uma descoberta
paradoxal: mesmo quando um capilar sanguineo se bifurca em duas ramificacfes
menores, porém de igual diametro e mesmo comprimento, 0s eritrocitos escoavam
quase em totalidade em apenas um dos dois ramos idénticos (YC, 1993). Este
fenbmeno se verificava até determinado instante, como se atingisse um ponto de
saturacdo, apos este instante, as células do sangue passavam escoar pelo outro ramo
da bifurcagdo. Uma vez que o segundo ramo atingia determinado nivel de saturacgéo, as
células do sangue, voltavam a escolher o primeiro ramo. A dire¢cdo do fluxo das células
sanguineas, assim, periodicamente alternava entre os dois vasos sanguineos.
Entretanto esse fendmeno néo foi completamente esclarecido no artigo de Fung (1973),
que concluiu que a direcao do movimento de eritrécitos em uma bifurcacdo de um
microcanal parece ser determinada pela relagédo entre as vazdes dos dois ramos.

Quando o didametro de um capilar é reduzido até a dimensao das células do sangue
(glébulos vermelhos tém didmetro médio de 7 a 7,5 um. Os glébulos brancos podem ter
didmetro de 15 a 30 um.), as células sanguineas naturalmente se alinham no interior do
capilar, de tal forma que o seu centro se situa préximo ao centro do microcanal. A
diferenca das vazdes em cada um dos dois ramos desempenha um papel crucial no
ponto de bifurcacéo, pois resulta em diferentes pressdes em cada lado das células do
sangue. Dessa forma, as células sdo conduzidas para o ramo com a maior vazao. Este
efeito foi nomeado de Efeito Zweifach-Fung.

O Efeito 'Zweifach-Fung' afirma que quando uma particula atinge uma regiao de
bifurcacdo, a particula apresenta uma tendéncia a seguir para o canal de fluxo de alta
velocidade (Sung Yang, et al, 2006) (V. Doyeux, et al., 2011). As diferentes pressoes e
forcas de cisalhamento que atuam sobre as particulas e o gradiente de pressao entre
os canais bifurcados s&o as principais razées por tras de tal efeito. Além disso, a forca
de cisalhamento agindo sobre a particula ao longo da direcéo de fluxo de alta velocidade
€ maior do que a for¢a de cisalhamento no sentido do canal de baixa vazdo. Como

resultado dessas forgas atuando sobre a particula, essa segue pelo canal com a maior
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vazao quando se atinge o ponto de bifurcacédo (Sung Yang, et al, 2006) (YC, 1993) (V.
Doyeux, et al., 2011).

Quando um canal se bifurca em dois canais como na Figura 2.10, eles apresentam
diferentes dimens0fes, vazfes e pressdes. Para que ocorra a separagado através do
Efeito Zweifach-Fung, a propor¢cédo entre a vazdo minima entre os canais bifurcados

deve ser 2,5:1 (Sung Yang, et al, 2006) (YC, 1993) (V. Doyeux, et al., 2011).

Microcanal com maior vazdo

(a) b
AP (%)

Entrada do fluido ol
R -~

Linhas de
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Microcanal com menor vazio

Figura 2.10: (a) Bifurcagdo com diferentes gradientes de presséo e tensao de
cisalhamento na particula, (b) ponto de estagnagéo que ocorre na bifurcagéo,
adaptado de (Sajeesh, P., et al., 2014).

Observando a Figura 2.10, vemos uma linha de corrente, se o centro da particula
estiver sobre ela ou abaixo ela seguird o caminho com maior vazao, se o centro da
particula estiver acima, ela seguira pela bifurcacdo com menor vazéo, como ja foi dito,
o Efeito Zweifach-Fung se baseia em diferentes quedas de pressdes e forcas de
cisalhamento atuando sobre as particulas. A forca de cisalhamento agindo sobre a
particula ao longo da dire¢do de fluxo de alta velocidade € maior do que a forca de
cisalhamento no sentido ao longo da direcao da alta vazdo e que gera um torque sobre
a particula. Como um resultado, a particula passa do canal com maior vazéo quando se
atinge o ponto de bifurcagéo e a vazdo minima a qual todas as particulas escapam para

a bifurcacdo de alta vazao é chamado de "vazéo critica". A proporcao de vazao critica
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entre os canais bifurcados é cerca de 2,5:1 (Jian Chen, et al, 2012) (Sung Yang, et al,
2006) (Faivre, M., et all., 2006) (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013).

Estudos utilizando material biol6gico mostram que existe uma distribuicdo ndo-linear
da parte solida préximo as bifurcacdes, que levam uma distribuicdo ndo uniforme desta
parte, observando que ao aumentar a resisténcia de uma das bifurcacfes a parte solida
nao passaria por ele. Mostrando assim que as relacfes entre a vazao nas bifurcacfes
apresentam um papel fundamental para que ocorra a separacdo (Bi-Feng Liu, et al.,
2005) (Sung Yang, et al, 2006) (YC, 1993) (V. Doyeux, et al., 2011) (Tripathi, Siddhartha,
et al., 2013) (Changgqing Yi, et al., 2005). O fluxo de sangue ap6s fracionado néo é igual
ao fluxo do sangue total, isso é, depois de separado, a parte sélida tem uma velocidade
diferente da parte liquida devido a diferenca de area apresentada pelo vaso bifurcado.
Com isto, em 1981 o cientista Fung descreveu a microcirculacdo através de uma lei da

bifurcacao:

“Quando as heméacias (parte solida) fluirem através
de uma regido de uma bifurcacdo em um vaso
capilar sanguineo, elas tém uma propensdo a
seguirem pelo ramo que tem a mais elevada taxa de
fluxo, deixando um numero relativamente pequeno
de células no ramo que tem uma vazao menor. Neste
caso, os glébulos vermelhos sao submetidos a uma
superficie ndo uniforme de presséo perto dos ramos
capilares, o que os leva ao ramo o qual contém a
vazao mais elevada. Esta lei é aplicavel quando a
taxa de fluxo critica é de 2,5: 1 entre 0s canais
bifurcados. ” (Sung Yang, et al, 2006) (V. Doyeux, et

al., 2011) (YC, 1993).
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Quando é aplicado sangue como fluido em um microcanal bifurcado, as hemacias
(parte sélida) migram em direc@o ao centro do canal devido a Lei de Poiseuille como na

Equacéo 2.1 (Kirby, 2010) (Bruus, 2008).

AP:S“LP
Tr

, (2.1)

onde AP é a diferenga de pressao entre os extremos do canal, L € o comprimento do
canal, |1 € a viscosidade dinamica, Q € a vazao volumétrica e r é a distancia entre o
centro do canal e a parede.

Deste modo, os glébulos vermelhos no centro do microcanal tem uma velocidade
mais elevada do que 0s outros componentes do sangue que estéo perto da parede. Isto
leva a uma reducéo do tempo de transito de eritrocitos através de um dado segmento
de microcanais e, portanto, a uma redugdo na concentragdo de glébulos vermelhos
nesse segmento, em comparagdo com a concentracao de glébulos vermelhos que estao
entrando com os que estédo saindo pelo canal. Esta redugéo na concentragdo dindmica
de hemécias é chamado de 'Efeito Fahraeus' (Sajeesh & Sen, 2014) (C. Wyatt Shields
IV, et al, 2015). A camada livre de células também serve como uma camada de
lubrificagé@o e ajuda a reduzir a viscosidade do sangue. Este fenbmeno é chamado de
Efeito "Fahraeus-Lindqvist”. Quando hemacias migram para o centro, intera¢des entre
as hemacias e leucécitos provocam o deslocamento dos leucocitos em diregdo a
parede, que é chamado de "marginagao leucocitaria” (Sajeesh & Sen, 2014) (C. Wyatt
Shields IV, et al, 2015). Por vezes, esses glébulos vermelhos aderem uns aos outros
formando um aglomerado, o que aumenta a viscosidade do sangue e ajuda a
marginagdo dos leucdcitos dentro do nucleo dos glébulos vermelhos. O efeito de
“‘marginacdo” também é observado nas plaquetas no fluxo de sangue total. Este
principio de marginacao também é usado para separar as bactérias a partir do sangue,

como mostrado na Figura 2.10.
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Figura 2.11: (a) Chip de marginacdo para a remocao do agente patogénico a partir do
sangue (b) Vista em corte transversal na entrada e na saida de microcanais
(Kersaudy-Kerhoas, 2010).

Ao estudar o fluxo sanguineo em tubos cilindricos, observa-se a variacdo na
viscosidade sanguinea, com a reducéo do didmetro de aproximadamente 300 um para
capilares de 8 um, o qual pode ser visualizado na Figura 2.12. O "Efeito Fahraeus” é o
decrescimento do valor da viscosidade aparente do sangue, que resulta essencialmente
para uma migracdo axial dos eritrocitos que se afastam das paredes do tubo, onde a
resisténcia ao fluxo é mais elevada (Silva J. A., 1984). Como consequéncia da
separacado (Figura 2.13) os eritrocitos aumentam sua velocidade atravessando mais
rapidamente os capilares que a camada que esta envolvida pelo plasma (quase sem

células) ocasionando a reducédo da hematdcrito dindmico (Efeito Fahraeus) (Silva J. A,

1984).

30



S 40
oo
[ =
m
w
o |
© 304 1)
m
= \
o \
w \
h 204 \\
L \
'g viscosidade plasmatica
S 10 4 e e . e S e o 0 o
a
1 10 100

Didmetro tubular (pm)

Figura 2.12: Efeito Fahraeus-Lindqyvist. A viscosidade relativa aparente do sangue
diminui com o didmetro do canal até quase ao nivel da viscosidade plastica (linha
preenchida). A parte da curva tracejada representa o fendmeno de inverséo, em que a
viscosidade aparente aumenta substancialmente quando o didametro do canal atinge
valores equivalentes aos didmetros dos eritrécitos (Silva J. A., 1984).
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Figura 2.13: Distribui¢cdo da velocidade através de um vaso sanguineo, resultante das
forcas de pressao na corrente laminar. Em (i) a velocidade de deslocagéo nas
proximidades da parede do canal é inferior a verificada no eixo, em que atinge valores
maximos. Como consequéncia os eritrécitos deslocam-se preferencialmente para as
camadas axiais, orientando-se em elipsoides (ii). A medida que o diametro vascular
diminui acentua-se a deformacao dos eritrocitos que, migrando mais rapidamente ao
longo do eixo do tubo, ocasionam a reducdo do hematdcrito (Efeito Fahraeus).
Paralelamente, forma-se uma camada envolvente de plasma que se desloca mais
lentamente que os eritrocitos (Silva J. A., 1984).

Devido ao "Efeito Fahraeus”, que é o efeito das for¢as hidrodindmicas resultantes a
partir da interagdo intercelular micrébios-hemacias, ocorre a marginagao dos micrébios.
Existem diferengas entre micrébios e os glébulos vermelhos em termos de tamanho e

rigidez da superficie das células. As bactérias ndo esféricas em forma de bastonete
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entram em um movimento de rotacdo ao contrario das células esféricas. Devido a isto,
as bactérias tém o direcionamento para a lateral, maior velocidade e podem ser
facilmente separados a partir de células de sangue.

Para uma dada vazdo e geometria, a inclusdo de um obstaculo que proporcione
uma regido de compressao para o fluido, pode melhorar a camada livre de células
adjacentes a parede (Faivre, M., et al., 2006). Observou-se que uma reducao na largura
do microcanal leva ao aumento da largura da camada livre de células. Essa reducgéo de
largura ajuda a direcionar as particulas/células da amostra para o centro de um
microcanal, onde particulas sofreram influéncia de um maior gradiente de presséo e
também aumentara a diferenga de velocidade entre particulas e fluidos (Sajeesh, P., et
al., 2014) (C. Wyatt Shields IV, et al, 2015).

Ao usar recursos de expansao e estreitamento no canal, as regides de plasma livre
de células podem ser criadas devido ao ‘processo de marginagdo,’ como se mostra na
Figura 2.14 (a-e) (Sajeesh, P., et al., 2014) (Shevkoplyas, S.S., et al., 2005). O plasma
pode ser retirado através de canais laterais. A recirculagdo do fluxo vai acontecer nas
regibes de expansao, as quais produzem a forca centrifuga para melhorar a separacao.
Uma série dessas regides de constricbes e expansao podem ser usados em série para

aumentar ainda mais o processo de extracao (Sajeesh, P., et al., 2014).
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Figura 2.14: (a) Separacgdo do plasma em um canal em linha reta, (b) células dentro
microcanal livre de plasma (c-e) desnatacéo plasméatica em um microcanal com
estruturas de cavidade, expansao constricdo e alargamento, respectivamente
(Sajeesh, P., et al., 2014).

Nos microsseparadores mostrados na Figura 2.15, o canal principal apresenta uma
constricdo, série de canais ramificados e t-bifurcacbes, a constricdo concentra as
particulas para o centro e aumenta a camada livre de células. Quando o sangue flui

através de cada juncao, o plasma é extraido para os canais laterais filhas, quanto menos

bifurcacdes, menos plasma é separado.
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Figura 2.15: Microsseparadores com multiplas bifurcagdes juntamente com o canal de
entrada para aumentar o rendimento (Sajeesh & Sen, 2014) (Kersaudy-Kerhoas,
2010).

Mas, a aplicagdo de um numero de maior numero de bifurcagdes como mostrado

na Figura 2.15, o rendimento do plasma coletado € melhorado. Para aumentar ainda
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mais o rendimento, o efeito de bifurcacdo e compressao pode ser explorado em conjunto
(Kersaudy-Kerhoas, 2010). Aqui, as diminui¢cdes da &rea do canal bifurcado séo feitas
para assegurar que canal do plasma tenha uma resisténcia maior do que o fluido canal
de glébulos vermelhos. O design oferece maior rendimento e evita o entupimento do
canal principal com células do sangue (Kersaudy-Kerhoas, 2010).

A separacdo do plasma a partir de sangue total também é feita num chip de
microfluidos usando uma combinacdo do Efeito Zweifach-Fung, difusor de Nozzle e
centrifugac@o. Neste design, dois microcanais em espiral de diferentes larguras e
comprimentos s&o ligados ao “ralo” difusor. O angulo entre o microcanal e o canal de
difusdo é de 45°, enquanto que o angulo do “ralo” difusor &€ 30° como mostrado na Figura
2.16a. Devido a for¢a centrifuga, as células migraram para o lado exterior do microcanal
principal, como mostrado na Figura 2.16b. No ponto de ramificacdo, células continuam
no canal de fluxo com alta velocidade devido a lei bifurcagéo, mas o plasma flui para a
lateral do microcanal em espiral. A estrutura do “ralo” difusor melhora ainda mais a taxa
de transferéncia, dando um gradiente de presséo entre o canal principal e o canal de

plasma.

(a) (b)
2weadach-Fung efiect Cantniugal efect

Figura 2.16: (a) Estrutura do difusor de Nozzle conectado a um canal em espiral e (b)
combinagédo do Efeito Zweifach—Fung e efeito de forca centrifuga (Sajeesh & Sen,
2014) (Zhaoxin Geng et al., 2011).

Com o estudo do estado da arte de microsseparacao, foi entdo verificado o0s
métodos de microsseparacao, buscando um método que seja de simples aplicacao.

Outros fatores importantes a serem considerados foram baixo custo, possibilidade de

testes com diferentes polimeros, eficiéncia de separacado consideravel. Mas tudo isso
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deveria ser atendido pelos métodos de fabricac&o disponiveis no laboratoério onde seria
desenvolvimento do estudo. A selagem que ndo utilizasse um ambiente de sala limpa.
Com base nesses requisitos, 0 método que melhor se adqua ao estudo € a Lei da
Bifurcacéo.

Esse Efeito Zweifach-Fung, também conhecido como Lei da Bifurcacéo, pode ser
aplicado para diferentes objetivos, por exemplo: deteccdo de células cancerigenas,
anemina ferropriva, entre outros.

Pois esse microdispositivo pode identificar deformacdes geométricas relacionada
as hemacias e diferentes tamanhos de células coletadas do corpo humano. Como
apresenta uma vasta aplicagdo e um design simples, a escolha em projetar, fabricar,
caracterizar e experimentar um microsseparador confeccionado em Uretana Acrilato e
Polidimetilsiloxano, levando em conta os parametros geométricos e caracteristicas de
escoamentos nos canais de pequena dimensao.

A escolha em fabricar em Polidimetilsiloxano (PDMS) vem de estudos da literarura,
pois uma grande maioria dos microdispositivos utilizam-se desse polimero. Ele
apresenta benificios como transparéncia, a qual permite um estudo de escoamento
utilizando o micro-PIV, ser inerte (ndo interage com o material aplicado no estudo do
escoamento e separacao) e ser polimerizado por elevagcéo de temperatura.

Ja a escolha em fabricar em Uretana Acrilato (UA) vem do baixo custo, facil
manuseio, ndo necessitando de sala limpa, facilidade de selagem e facil aquisicdo no
mercado brasileiro.

Com a vasta aplicagédo do polimero PDMS na literatura, fica viavel uma verificacéo

do microdispositivo fabricado em UA.
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Capitulo 3

3. PROJETO DO MICROSSEPARADOR

A metodologia do projeto dimensional do microsseparador é apresentada nesse
capitulo. A Lei da Bifurcacdo, seus conceitos fundamentais, hipéteses e requisitos
minimos serviram de base para a definicdo dos principais parametros de projeto, como
por exemplo, o requisito entre as vazdes, que deve ser superior a 2,5:1 (Sung Yang, et
al, 2006) (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013) (Zoltan Fekete, et al., 2011). Para garantir o
resultado desejavel na separacdo. Para demonstrar que essa relacdo estabelecida
precisa ser respeitada, um experimento foi realizado com uma com relacdo entre as
vazdes inferior a 2,5:1. O comprimento do canal de saida do plasma (bifurac¢gédo menor)
foi calculado com base na Equacédo 3.15, a qual leva em consideragdo largura,
comprimento e altura dos canais bifurcados para encontrar a relacdo entre as vazoes.

Para o dimensionamento do microsseparador — especificacdo das dimensfes
fisicas dos capilares — a metodologia da analogia elétrico-hidraulica foi escolhida e é
apresentada nesse capitulo. Considerando a pretensdo de projetar, fabricar,
caracterizar e avaliar um dispositivo microsseparador, a infraestrutura de fabricacéo
disponivel no LabMEMs foi determinante na fase de projeto do microdispositivo
separador.

Ao final desse capitulo estdo os resultados obtidos durante a fase do projeto. Todos
0S parametros necessarios para a fabricacdo sao, entdo, apresentados em formato de
tabela.

A infraestrutura disponivel nas instalagbes do LabMEMs também é
sistematicamente considerada, para garantir a viabilidade da futura etapa de fabricagéo.
As descri¢des dos processos de fabricagdo do microdispositivo projetado nesse capitulo

serdo apresentadas em detalhe no proximo capitulo: Capitulo 4.
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3.1 Fundamentos tedricos de microsseparacdo com bifurcacao

Para atingir o objetivo de projetar, fabricar, caracterizar e experimentar um
microsseparador baseado na Lei da Bifurcacéo (Fung & Zweifach, 1971), examinaremos
os fendmenos fisicos envolvidos no principio de separacéao de Zweifach-Fung.

Os primeiros artigos que trataram da lei da bifurcagédo tiveram como principal
motivacado a microcirculacdo. Esses estudos, realizados desde a Ultima metade do
século passado, buscavam compreender a mecéanica do escoamento sanguineo em
artérias humanas (~90 um). Realizando um estudo tedrico abrangente, buscando
compreender como o fluido escoa dentro uma rede de microcanais com dimensdes de
mesma ordem de grandeza das veias humanas. Deste modo a lei da bifurcacdo se
aplica no objeto desse estudo.

As técnicas de separacdo baseadas em microfluidos compostos por uma parte
sélida e uma parte liquida, adaptam-se aos fendmenos hemodinamicos que envolvem
suas propriedades intrinsecas de forma a se alcancar o fraccionamento desejado dos
componentes do mesmo. Estes fenbmenos incluem a drenagem da parte liquida da
parte soélida pelo efeito Zweifach-Fung, também conhecido por lei da bifurcacéo.
Inicialmente testado em microcanais (Zhaoxin Geng et al., 2011) usando dois tipos de
particulas (microesferas de poliestireno divinilbenzeno com 16 ym de diametro e células
de melanoma humano C8161), estes efeitos foram observados e reproduzidos em
sistemas microfluidicos (Shevkoplyas, S.S., et al., 2005) (Faivre, M., et all., 2006)
aplicados aos mais diferentes tipos de composi¢do: sangue, leite, urina, particulas
fluorescentes imersas num liquido, entre outros.

O Efeito de Zweifach-Fung consiste na tendéncia de particulas imersas em fluidos
escoando em bifurcagBes entrarem no capilar com a maior vazdo. Isto ocorre,
principalmente, pelas seguintes razbes: em primeiro lugar, o ramo para o qual as
particulas migram € o que apresenta a vazao mais elevada e esta sujeito a uma pressao

mais baixa, por conseguinte, as particulas sdo atraidas para esse ramo. Em segundo
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lugar, as particulas sujeitas a diferentes vazdes também sofrem diferentes tensdes

viscosas. Este efeito estd esquematizado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Esquema da estrutura de separagéo baseado no Efeito

Zweifach-Fung, também conhecido como lei da bifurcagéo (Zhaoxin Geng et al., 2011).

Baseado nos estudos aplicando a Lei da Bifurcagdo, o presente estudo se propde a
projetar, fabricar, caracterizar e experimentar um microsseparador, com um baixo custo
e com uma geometria diferenciada do trabalho que foi baseado através de estudo da
literatura (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013). O estudo da literatura (Tripathi, Siddhartha,
et al., 2013) fabricou diferentes separadores com os canais de saida com diferentes
comprimentos para entdo ter uma diferenca de vazao entre os canais bifurcados.

O presente trabalho, propde uma geometria com comprimentos dos canais
bifurcados iguais, mas variando o diametro hidraulico, de modo a variar a resistencia
hidraulica, para diferentes angulos entre os canais bifurcados, os quais serdo

apresentados ao longo deste capitulo.

3.2 As equacdes do movimento

O sistema de coordenadas adotado para a geometria do microseparador é

apresentado na Figura 3.2(a). Destaque para o perfil de velocidades no microcanal, na
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direcdo longitudinal do escoamento é ilustrado na Figura 3.2(b). A direcdo principal do
escoamento € a direcao y, sendo a largura na direcdo x e a altura na direcédo z, onde

O<x<w, 0<z<h e O<y<L, sendo w a largura do canal, h sua altura e L seu comprimento.

z

X

(a) (b)

Figura 3.2: (a) Sistema de coordenadas adotado para representacdo do microcanal. A
direcdo x representa a largura, a dire¢do z representa a altura e a direcdoy é a
direcéo principal do escoamento do fluido. (b) Perfil do microcanal com destaque para
a direcdo do escoamento do fluido.

Como ilustrado na Figura 3.2, considerando o escoamento em um duto retangular,

onde a largura é maior do que a altura, w>h, e equacao da continuidade, as equacdes

de Navier-Stokes e condi¢cbes de contorno séo representadas pelas Equagfes 3.1, 3.2

e 3.3,

ou, au
y y _

wa ®
2 2

oy, Oy | _Ap

aXZ 522 | - para O<x<w,0<z<h (3.2)
Uy(X, Zz) =0, parax=0,x=w,z=0,z=h (3.3

onde u, é a velocidade na dire¢cdo y, u € a viscosidade dindmica, w € a largurae h é a

altura do microcanal.
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3.3 Parametros construtivos do projeto para o microdispositivo

Ao considerar a variacdo de pressdo de um escoamento em um microcanal é
necessario considerar sua influéncia na resisténcia hidraulica. Assim, levando em conta
a dependéncia explicita da resisténcia hidraulica do canal na variacdo de pressao, por
definicdo (Bruus, 2008), o balanco de massa do escoamento em funcéo da resisténcia
hidraulica resulta na Equacao 3.4.

Ap
Q(Ap)

R, (Ap) = (3.4)

De fato, em um escoamento com gradiente de pressdes nulo, ou seja, com perda
de carga constante, a vazdo também serd constante. Esse resultado estd de acordo

com a Lei de Hagen-Poiseulle (Equacgéo 3.5).

1
Ap:RHQ:G—Q, (35)
H

onde Ry e Gy sao fatores de proporcionalidade conhecidos por resisténcia hidraulica e
condutancia, respectivamente. A lei de Hagen-Poiseuille é andloga a lei de Ohm
(equacéo 3.6):

AV =1R; | (3.6)

relacionando a corrente elétrica | com a resisténcia elétrica Re e a diferenca de potencial
AV. A analogia elétrica sera utilizada posteriormente para o calculo de perda de carga
no escoamento.

Da mesma forma que a resisténcia elétrica se relaciona com a dissipagédo de
energia por efeito Joule, a resisténcia hidraulica se realciona a dissipacao viscosa de
energia mecanica resultante do atrito fluido.

O comportamento da dissipacdo de energia devido aos efeitos viscosos no
escoamento de Poiseuille € andlogo ao comportamento da poténcia elétrica consumida
por efeito Joule, portanto a analogia elétrica se apresenta como ferramenta adequada

para estimar a resisténcia hidraulica. As expressfes para resisténcia hidraulica de
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microcanais de diferentes geometrias estao disponiveis na literatura (Zoltan Fekete, et
al., 2011).

Para projetar, fabricar, caracterizar e experimentar o dispositivo microsseparador,
primeiramente foram especificadas as dimensfes dos canais, o diametro hidraulico e o
comprimento dos microcanais. A analogia de circuitos elétricos foi a metodologia
adotada para determinacdo dos parametros do microsseparador, de modo que as
resisténcias hidraulicas dos canais pudessem ser calculadas. A escolha das vazfes
apropriadas foi obtida fixando as dimensdes do microcanais, e considerando as
possibilidades de fabricacao do Laboratério (Sung Yang, et al, 2006) (Zoltan Fekete, et
al., 2011) (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013).

O uso da analogia de circuitos elétricos € intuitiva e permite relacionar o
escoamento ao fluxo de eletricidade e considerar que as moléculas do fluido em um
circuito hidraulico se comportam de forma similar aos elétrons em um circuito elétrico. A
Figura 3.3 ilustra a similaridade fisica entre o escoamento de um fluido e a fluxo da

corrente (Zoltan Fekete, et al., 2011). A Tabela 3.2 resume as relagfes de semelhanca

na abordagem por analogia elétrico-hidraulica.

Ryl

— Q
77 fluidic viscosity P @ Wy PR
eeamerys Z€OMetric coefficient + Ry -
Ry = Corrnry r;% Hagen-Poiseuille’s law: i Ap=p.—p.=0R,
(a) (b) (c)
R_: x|
I
# . = R ”
o 1 ({) A& - resistivity [Q m] ) v, 0—/\/\/\/—0 V
= e Fi
— L s - Rg
R;:p[—l Ohm’s law: V=V -V_=IR,
(d) (€) ()

Figura 3.3: Similaridade fisica entre vazao elétrica e vazdo de um fluido. (a) Fluido de
Poiseuille em um duto circular, (b) a resisténcia hidraulica em um canal circular, (c)
simbolo de um resistor como se fosse uma resisténcia hidraulica do fluido da Lei de
Hagen-Poiseuille em analogia com a Lei de Ohm, (d) resistor elétrico, (e) resisténcia

elétrica e (e) simbolo de um circuito com resistor elétrico e Lei de Ohm (Kwang W. Oh,

et al., 2012).
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Tabela 3.1: Correspondéncia fisica na analogia entre circuitos hidraulicos e elétricos
(Bruus, 2008).

Circuito hidraulico l Circuito elétrico
Bomba de seringa Bateria
Vazdo volumétrica [m3s?] Corrente elétrica [A]
Variagao de Pressao [Pa] Variacdo de voltagem [V]
Resisténcia Hidraulica [Pas’m™] Resisténcia Elétrica [Q]
Lei de Hagen-Poiseuille Lei de Ohm
Lei da conservagdo das massas Lei de Kirchhoff para corrente
Lei da conservagao da energia Lei de Kirchhoff para tensao
Divisdo de Fluido Divisdo de corrente
Divisdo de Pressao Divisdo de tensdo
Viscosidade do Fluido [p] Resistividade [QOm]

Fazendo uma analogia entre a Lei de Hagen-Poiseuille (Equacéo 3.9) e Lei de Ohm
(Equacédo 3.10), temos que: P é a pressédo (Pa) e é andloga a V que € tenséo (V), Q é
vazao volumétrica (m?/s) sendo analoga a | corrente elétrica (A) e Ruian € a resisténcia
hidraulica anéloga a Re (QQ). O calculo da vaz&o volumétrica é obtido pelas Equacgdes

3.7e 3.8,

Q=— (3.7)

ou
Q = Upegio A - (3.8)

Na pratica, a analogia entre o circuito elétrico e a resisténcia hidraulica permite
especificar a vazdo requerida em projeto, fixando o comprimento dos canais e
estabelecendo a razéo entre as vazfes de pelo menos 2,5:1 (Sung Yang, et al, 2006)
(Tripathi, Siddhartha, et al., 2013) (Zoltan Fekete, et al., 2011).

A Equacéo 3.8 para calculo da vazéo, pode ser reescrita como sendo:

h
T ou, ou
=|dy ) | —+—|d
? !y{ ox o1 (3.9)
4h*Ap 1 2h oh w
= e h w
nul n%arn nn{ e (n”Zhﬂ (3.10)
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3 ©
_8nap < {%—ﬂ%tanh(nn%ﬂ (3.11)

TC4ML n, impar n wmn
h*w Ap > 11192 h w
= 1- ———tanh| nn—
12uL n%:‘a[ns T W [ 2hﬂ (3.12)

Isolando Ap na Equacéo 3.16, temos:

12uL
Ap=0Q : i (3.13)
W@[%zamwﬂ

Comparando a Equacéo 3.7 com a Equacao 3.13, temos a seguinte expressao para

o calculo da resisténcia hidraulica:

1 Lout (3.14)

onde L, h e w sdo comprimento, profundidade e largura do canal, respectivamente, u é
a viscosidade dinamica do fluido e n é um contador de ndimeros impares inteiros

positivos.

3.4 Microdispositivos projetado com base nos resultados dos

parametros construtivos

A proporcdo da vazdo entre os canais da bifurcacdo pode ser determinada
controlando a razéo da resisténcia hidraulica (Bruus, 2008) entre o canal de entrada e
o canal menor, cuja pressdo na saida é a atmosférica, desta forma, tem-se as
dimensdes do canal bifurcado, maior e menor.

Para o célculo das dimensfes dos microssperadores é utilizada a resiténcia
hidraulica (Equacao 3.14). Para um dispositivo de entrada de 400 um de largura e saida

de 100 pm no canal de menor largura, encontrou-se um comprimento de 2 mm para a

bifurcagéo maior e 20 mm para a bifurcagdo menor, todos com a altura padronizada em
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50 um, com base no calculo da resisténcia hidraulica. A Figura 3.4 mostra o
microsseparador projetado, onde as dimensdes na lagura para a entrada € 400 um e 10
mm, bifurcacdo maior 400 um e 2 mm (saida de células) e bifurcacdo menor 100 um e

20 mm (saida de plasma), com um angulo entre as bifurcacées de 90° .

Bifurcacdo Menor .

(saida de plasma) —
100 pm
Entrada — 400 um Bifurcacdo Maior
(saida de células) —

H 400 pm

Figura 3.4: Microdispositivo projetado com largura de entrada de 400 um e
comprimento de 10 mm, bifurcacdo maior com largura de 400 um e comprimento de 2
mm e bifurcagdo menor com 100 um e 20 mm, com angulo entre as bifurcacdes de

90% altura padréo de 50 pm.

A Tabela 3.2 apresenta as geometrias do microdispositivo da Figura 3.5. Os
parametros de largura, comprimento do canal de entrada e comprimento da bifurcacéo
com maior e menor apresentam uma dependéncia explicita com a resisténcia

hidraulica.

Tabela 3.2: Geometrias dos microdispositivos conforme Fig. 3.4, os comprimentos
analisados sao calculados por resisténcia hidraulica.

Largura (um) ‘ Comprimento (mm) ‘ Altura (um)
Entrada B. Maior B.Menor Entrada B.Maior B.Menor Entrada B.Maior B.Menor
400 400 100 10 2,0 20 50 50 50

A proporgéo entre as vazdes dos canais bifurcados é proveniente da razao entre a
vazao na saida concentrada de células (bifurcacdo maior) em comparag¢do com a vazao
do canal por onde saird o plasma (bifurcacdo menor), utilizando a Equacdo 3.15

(Tripathi, Siddhartha, et al., 2013):
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LW, {1— 0, es(hb}
F- Wb

Q_QZ_Lhw 1-0,63 ™ |
p ! W

p

(3.15)

onde Fq € a razéo entre as vazdes dos canais bifurcados, Q. é a vazdo no canal com
maior didmetro hidraulico (saida de células), Q. € a vazdo no canal de menor diametro
hidraulico (saida de plasma), L, e w, sdo o comprimento e largura do canal do plasma
respectivamente, L, € w, Sdo o comprimento e largura do canal do sangue
respectivamente, h, e hy, sdo alturas dos canais do plasma e sangue.

A Tabela 3.3, baseada nos dados da Tabela 3.2 e aplicando a Equacdo 3.15,
apresenta o valor de proporcionalidade de aproximandamente 54 para as vazdes entre
0s microcanais bifurcados de saida.

Para o dispositivo analisado para um valor predeterminado de vaz&o na entrada de

0,150 mL/min (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013).

Tabela 3.3: Com os valores apresentados para os microsseparadores na Tabela 3.2,
foram calculados os valores proporcionais entre as vazdes dos canais bifurcados para
os dispositivos analisados e fabricados.

) Proporgao entres
Comprimento (mm) canais bifurcados
Microsseparador
Bif. Maior Bif. Menor (Q1/Qa)
2,0 20,0 53,795

Uma vez que as dimensfes de altura e largura dos canais foram definidas é
possivel calcular o didmetro hidraulico “Dy” dos respectivos canais: entrada e os dois

canais bifurcados, utilizando a Equacéo 3.16:

D = 4 (area do microcanal)

H™ 7 - (3.16)
perimetro do microcanal

onde a &rea é calculada utilizando a altura e largura do microcanal e seu perimetro € a
soma dos lados. Uma vez que se especifique as vazdes totais pode-se entédo calcular

as velocidades médias em cada canal. Em seguida pode-se avaliar o numero de
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Reynolds (Equacéo 3.17) avaliando assim a importancia entre as forcas inercias pelas
forcas viscosas para cada canal (Robert W.Fox, 2001) (Pijush K. Kundu, Ira M. Cohen,
David R Dowling Ph.D. , 2012):

_forcas inerciais _puD,

Re= _
forcasviscosas

(3.17)

onde p é a densidade do fluido, v é a velocidade média, Dy € o didametro hidraulico e p
é a viscosidade do fluido estudado.

A Tabela 3.4 apresenta os valores de diametro hidraulico que foi calculado
utilizando a Equacéo 3.16, resisténcia hidraulica utilizando a Equacdo 3.14, vazdo,
velocidade e numero de Reynolds fazendo uso da Equagédo 3.17 para o microdispositivo

estudado.

Tabela 3.4: Valores do diametro hidraulico, resisténcia hidraulica, vazdo e Re para o
microsseparador projetado, com dimensdes apresentadas na Tabela 3.2.

Diametro Resisténcia Vazio Velocidade
Microcanal hidraulico hidraulica . Re
(um) (Pa.s/m?) (mL/min) (m/s)
Entrada 88,89 9,72.10% 0,150 0,125 0,274
B. Maior 88,89 2,08.10% 0,147 0,122 0,272
B. Menor 66,67 1,12.10% 0,003 2,3.10° 4.10°

Dois parametros significativos s@o usados para caracterizar a eficiéncia de
separacdo (n) e pureza (PE) sao definidos pelas Equagbes 3.18 e 3.19,

respectivamente.

C,-C

=P %100
c (3.18)

S

]7:

onde Cs é o numero de células por pl de sangue que entra no dispositivo e C, € o nUmero

de células por pl que saem no microcanal menor, canal do plasma.

C
PE =1—C—p (3.19)

E
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onde C, é a concentracdo de particulas no canal de plasma e Ce € a concentragdo de

particulas no canal de entrada.

A eficiéncia da taxa de separacdo € diretamente proporcional a diferenca entre

vazao de entrada do fluido e a sua vazdo de saida, como mostra a Tabela 3.5 abaixo e

a Figura 3.6, mostrando por (Zhaoxin Geng et al., 2011), que quanto maior a vazao no

canal menor, menor sera sua eficiéncia de separacao.

Tabela 3.5: Relacdo entre a vazao de entrada, vazédo de saida do plasma e eficiéncia
de separacédo (Zhaoxin Geng et al., 2011).

Vazao de entrada | Vazdo de saida do Eficiéncia de
(uL/s) plasma (uL/s) separagao (%)
0,068 0,0597 95,1
0,314 0,295 94
0,628 0,585 93,2
0,942 0,872 92,6
1,256 1,157 92,1
1,570 1,441 91,8
1,884 1,724 91,5
2,198 2,007 91,3
2,512 2,289 91,1
2,826 2,571 91
3,140 2,853 90,9

95} ©
[ e Entrada
E 94 . Saida do Plasma
&
e 93} ’

T T} i

S : .

o 92} .

L L ]
[ L |
| L ]
91 __ . [ -:
00 05 10 15 20 25 3.0
Vazao (uL/s)

Figura 3.5: Gréfico ilustrativo da Tabela 3.5 o que apresenta que quanto menor a
vazao de entrada e no canal do plasma, maior sera a porcentagem de eficiéncia de
separagdo entre as particulas, adaptado de (Zhaoxin Geng et al., 2011).

O experimento para a verificar se a relacédo entre as vazdes dos canais bifurcados

necessita resguardar o valor de 2,5:1, inicou-se utilizando a Equacéo 3.15 para verificar
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0 comprimento da saida do plasma para que a relacdo entre as vazfes ficasse hum
valor menor que o mencionado na literatura (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013) (Zoltan
Fekete, et al., 2011). Utilizando o que ja foi estudado neste capitulo, ao altura foi de 50
pm, canal de entrada com comprimento de 10 mm e 400 um de largura, a bifurcacéo
maior (saida de céulas) com 2 mm de comprimento e 400 um de largura e para a
bifurcacdo menor (saida de plasma) sua largura foi de 100 um e seu comprimento foi
de 0,75 mm, assim apresentando uma relagcéo entre as vazdes dos canais bifurcados
de 2:1. O microdispositivo foi fabricado em PDMS, processo descrito no capitulo 5, com

uma vazéao de entrada de 0,150 mL/min, como mostrado na Figura 3.6.

Bifurcacdo Menor
(saida de plasma) —
100 pm

Bifurca¢éo Maior
Entrada — 400 um (saida de plasma) —
400 pm

Figura 3.6: Desenho do microsseparador fabricado para testar a relacao entre as
vazoes entre as bifurcacdes.

Assim que 0 escoamento comecga a entrar pelo microdispositivo, ele tende a sair
somente pela bifurcagdo (saida) menor (100 um) e apresenta uma vazao muito baixa
na bifurcacdo maior (Figura 3.7) (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013). Mostrando assim
que arelacéo entre os canais bifurcados narelacdo 2,5:1 deve ser respeitada. Isso pode

ser observada na sequéncia de fotos da Figura 3.7.
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Saida Maior

Saida Menor

Figura 3.7: Sequéncia do fluido escoando pelo microdispositivo saindo pela saida
menor.

O microdispositivo apresentado na Figura 3.4, foi 0 microsseparador utilizado no
presente trabalho e apresentado detalhadamente os estudos nele realizados ao longo

do texto.
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Capitulo 4

4. ANALISE TEORICA

Este capitulo apresenta o estudo tedrico realizado para 0 microdispositivo
apresentado no capitulo anterior, que foram fabricados em dois diferentes polimeros.
Quando fabricados em polimeros, suas dimensdes variam ligeiramente do projetado e
€sses novos microsseparadores também sdo simulados para uma posterior
comparacédo. A ferramenta computacional COMSOL Multiphysics 5.2 € utilizada neste
processo o qual é explicado em detalhes nesse parte da tese.

Neste estudo tedrico serdo analisados o escoamento do fluido, tanto sanguineo
quanto para a agua, variando a quantidade de hemacias no escoamento, angulo entre
as bifurcagdes, as velocidades de entrada do fluido no dispositivo e os valores médios
de velocidade e pressdo nos microcanais bifurcados.

Com os resultados obtidos nesta etapa teérica serdo utilizados na parte

experimental e ambos posteriormente serdo comparados.

4.1 Modelo Fisico e Matematico

O microdispositivo estudado, cujas geometrias ja foram apresentadas no capitulo
3, Figura 3.4 e Tabela 3.2, o valor de vazao de entrada sera de 0,150 mL/min assim a
proporcao de 54:1 (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013) é satisfeita e o Efeito de Zweifach-
Fung é aplicado satisfatoriamente. Essa proporgéo de 54:1 ficou maior que 0 necessario
para ter uma margem de erro quando fabricados os canais com polimeros, pois a largura
e altura interferem nesse valor. Os dados simulados apresentados a seguir sédo todos
baseados nas medidas projetadas no inicio do estudo, com dimensbes apresentadas

na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Dimensdes do microsseparador estudado, medidas em pm e mm.

Os valores de resisténcia hidraulica, diametro hidraulico, velocidade e niumero de
Reynolds obtido através de uma analogia com o circuito elétrico estdo apresentados na
Tabela 4.1 para a entrada, bifurcacdo maior (saida de células, chamado assim devido a

largura) e bifurcacdo menor (saida de plasma).

Tabela 4.1: Valores de resisténcia hidraulica, diametro hidraulico, velocidade e nimero
de Reynolds para o microsseparador apresentado na Figura 4.1.

ucanal Largura Compr. Altura Q Du Ridrl. \' Re
(um) (mm) (um) | (mL/min) | (upm) | (Pa.s/m?) | (m/s)
Entrada 400 10 50 0,150 88,89 9,72.10%® 0,125 0,274
B. maior 400 2 50 0,146 88,89 2,08.10%3 0,122 0,272
B. menor 100 20 50 0,004 66,67 1,12.10% 2,3.10° 4.10°

4.1.1 Modelo Fisico

O microsseparador proposto tem teoricamente um canal de entrada de 10,0 mm de
comprimento, 400 um de largura, um dos canais de saida (bifurcagdo maior) com 2,0
mm de comprimento, 400 um de largura e outro canal de saida (bifurcagcdo menor) de
20,0 mm de comprimento e 100pm, 50 pm de profundidade por todo o canal (Tabela
4.2) e um angulo de 90° entre os canais de saida, apresentado na Figura 4.1, o sistema
de coordenadas estdo na bifurcacdo do microsseparador para enfocar e facilitar os

estudos (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Sistemas de coordenas na base do microsseparador para facilitar os
estudos.

4.1.2 Modelo Matematico

As hipéteses adotadas no presente estudo foram:

- Fluido Newtoniano e incompressivel,

- Escoamento laminar

- Regime permanente

- Propriedades constantes

- Condi¢bes de ndo-deslizamento junto as paredes.
Este problema pode ser matematicamente descrito pelas Equacgdes 4.1 e 4.2, equacao
da continuidade e equacéao de Navier-Stokes (equacéo da conservacao da quantidade

de movimento linear), respectivamente:
AU=0 (4.2)
p(@V)i =V —pl+n(Vi+(va))|+F (4.2)
onde u é o vetor campo de velocidade, p é a massa especifica do fluido, p é a

pressao, U é a viscosidade do fluido, F representa todas as forcas externas que podem
estar presente e atuando no escoamento. As equacdes que definem as condi¢des de

contorno de ndo-deslizamento na parede. Onde a Equacéo 4.4 representa o valor da
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velocidade média na entada do dispositivo e a Equacéo 4.5 é a condicdo de pressao na

saida dos microcanais.

u,(x,z2)=0,parax=0,x=-w,z=0,z=h (4.3)
U, giia = 0,125 m/s 4.9
p=0 (4.5)

De forma resumida, as etapas que foram analisadas no estudo teérico foram:

- Angulos entre os canais bifurcados;

- Velocidades médias de entrada;

- Escoamento com o fluido incompressivel;

- Escoamento com o fluido sangue;
- Variando o angulo entre os canais bifurcados, variando a quantidade de
particulas e fixando o valor da velocidade média de entrada;
- Fixando a quantidade particulas e variando o valor da velocidade média de
entrada;
- Variando a quantidade de particulas e fixando o valor da velocidade média

de entrada.

4.2 Método de solucao e implementacdo computacional

Na analise numérica do microsseparador, foi implementada com auxilio da
ferramenta computacional COMSOL Multiphysics 5.2, a qual baseia-se no método de
elementos finitos. A Figura 4.3 abaixo, ilustra a interface grafica da plataforma de
implementagéo computacional aqui adotada.

As malhas séo definidas por pequenos elementos que podem ter a forma triangular-
guadrada ou tetraédrica-cubica, a qual vai determinar o nimero de graus de liberdade.

AN

Quando o software “I€” esta malha, ele interpreta os pontos de ligacdo entre elementos
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(nédulos). Quanto mais refinada for a malha, menores os elementos, 0 que indica que
no mesmo intervalo de comprimento, mais noddulos serdo encontrados, isto aumenta o
nivel de interpolacdo, consequentemente, mais graus de liberdade serdo usados pelo
software para gerar melhores resultados. O uso do COMSOL com uma malha chamada
mais “grosseira” ndo descarta os resultados como erréneos, mas a plataforma permite
variacbes mais suaves com maiores graus de liberdade, o que garante precisdo nos
dados. Em se tratando de dispositivos microfluidicos, devido a escala, preza-se pela
precisdo destes dados. As malhas utilizadas no presente estudo séo da forma triangular-
quadrética, com os menores tamanhos possiveis.
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Figura 4.3: Interface do COMSOL Multiphysics 5.2 para implementacéo do problema.

Como pode ser visto na Figura 4.3 a interface do COMSOL ¢é basicamente formada
por trés partes distintas: a) Construtor do modelo (Model Builder), onde s&o expostos 0s
parametros e o modelo a ser resolvido; b) Janela dos detalhes (janela do meio), onde

serdo inseridos os detalhes do problema, ou seja, os valores de cada informacédo
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inserida; c) Gréficos (Graphics), onde sdo mostradas as informacdes relacionadas a
parte gréfica do problema, como por exemplo, as malhas, a geometria e os resultados.

O problema é implementado na ferramenta computacional COMSOL procedendo
na seguinte ordem:

1) Definicbes globais (Global Definitions) — Nesta secdo séo definidos os valores
dos pardmetros utilizados no problema como: escala, angulos a serem utilizados na
geometria, por exemplo, sdo especificadas incognitas que o usuario deseja criar. O uso
deste procedimento ndo é obrigatorio para a solu¢do de problemas;

2) Modelo (Model) — Nesta secdo sdo definidas a geometria, a malha e as fisicas
do problema a serem resolvidas. Em definigdes (definitions) o usuério entra com valores
de variaveis por ele criadas, que serdo usadas efetivamente na solug¢éo do problema.

A Figura 4.4 mostra detalhadamente as abas do problema na janela do construtor

de modelo.
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Figura 4.4: Detalhes da janela construtor de modelo.

No caso do presente estudo, a geometria foi importada do programa AutoCad para
o COMSOL, e depois utilizando um comando do programa, ela foi “extrudada” (Figura

4.5) para a altura de 0,05 mm, ficando como apresentado na Figura 4.6.
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Figura 4.5: Comando extrude, o qual é responsavel por dar a altura desejada ao
microsseparador com altura de 0,05 mm.

Figura 4.6: Microsseparador “extrudado” para 0,05 mm de altura.

Esta Figura 4.6 apresenta o angulo de 90° entre os canais bifurcados, porém o
estudo entre os angulos entre as bifurcagbes também foram realizados. Para uma
verificacdo de quanto o angulo entre as bifurcagbes pode influenciar na eficiéncia de

separacao, foram simulados diferentes angulos, verificando suas velocidades e variagao
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de pressdo. Os angulos estudados foram: 5°, 10° a 40°, 45°, 50° a 90°, como mostrado

na Figura 4.7, respectivamente.

5° 10° 20°

30° _ 40° 45°

50° _ 60° 70°

Figura 4.7: Angulos
simulados entre as
bifurcacdes para
verificar a influéncia
deste sobre sua
eficiéncia de separacéo.

80° 90°
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Ainda dentro de Model pode ser escolhido o material do dominio inserido, que para
o presente caso, foi escolhido agua, cuja massa especifica (p) € 1000 kg/m® e
viscosidade dinamica (u) de 102 Pa.s, e posteriormente também foi realizado estudo
com o sangue cujos valores de massa especifica (p) € 1060 kg/m? e viscosidade
dindmica (W) de 0,04 Pa.s. Escolhe-se também as hipéteses que serdo adotadas sobre
o fluido e o escoamento (Figura 4.8 — destacado em vermelho) e onde ser& sua entrada
(Figura 4.8 — destacado em azul) e saidas (Figura 4.8 — destacado em verde), na op¢éo
Laminar Flow (Figura 4.8 — destacado em preto). Para o presente estudo, foi escolhido
0 regime estacionario, incompressivel, nao-turbulento e como variaveis dependentes:
velocidade e pressdo. Onde a velocidade média na entrada do canal de entrada foi de
0,125 m/s, valor usado como base o valor da vazéo inicial fixado em 0,150 mL/min
(Tripathi, Siddhartha, et al., 2013), com as geometrias do microsseparador projetado no

AutoCad.
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Figura 4.8: Comando Laminar Flow, onde pode-se escolher a posi¢cao da entrada do
fluido e hipéteses de escoamento.

Depois dessas definigcbes de fluido, entrada e saida no sistema, podemos, na aba
malhas (mesh), entrar com definicbes para a malha escolhida (Figura 4.9). Da mais

grosseira a mais refinada. O COMSOL fornece uma série de malhas “prontas”
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selecionando “malha controlada pela fisica” nas opgdes de tipo de sequéncia. Ha ainda
a possibilidade de definir os parametros de uma malha customizada usando a op¢ao
“malha controlada pelo usuario”. Ao escolher a op¢ao de malha customizada, o usuario
tem a opcdo de definir o tamanho méximo de elemento, tamanho minimo, taxa de
crescimento maximo, que é a maxima variacdo quando o sistema interpola pontos em
elementos diferentes, fator de curvatura (fator de distor¢cdo de um elemento finito em
uma regido estreita ou infinitesimal) e resolucdo de regides estreitas (capacidade de

precisdo do elemento em regides infinitesimais).

vilvAdal] | = - i Ci—=n ~ 1
WIS DALANARE | Pl
——- = T v 51E & Build Selected [ER Build All
4 @ 100-inteiro-1enovoo.mph (raot) Element Size
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.E Definitions General physics )
' Geometry 1
4 53 Materials & Predefined [ Normal | =

138 Material 1 (mat1) Custom

(spf)
Element Size Parameters

4 - Free Quad1
Al sizel
- |T Swept 1
EE Distribution 1

Figura 4.9: Aba mesh a qual é possivel controlar os parametros de malha.

3) Estudo (Study) — Nesta secdo é definido o tipo de estudo: transiente,
estacionario, etc;

4) Resultados (Results) — Nesta secdo sao fornecidos os resultados da simulacéo
numérica, podendo ser analisados através da janela de gréaficos. Nesta secdo sao
mostrados o perfil de velocidade, campo de pressdo e outros resultados obtidos na

simulagdo. A exportagdo dos resultados também é feita através desta secao.
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4.3 Verificagdo computacional

Com o uso da ferramenta COMSOL, foram estabelecidos os parametros de entrada
para simulacdo computacional (Tabela 4.2) e com isso, a andlise de verificacdo da
solucdo numérica pode ser realizada e podem comparadas em diferentes niveis de
refinamento de malhas com o objetivo de avaliar a convergéncia da solugéo

apresentada.

Tabela 4.2: Propriedades e dados de entrada dos fluidos no sistema para estudo

tedrico.
‘ Pardmetros de Entrada
u da dgua 103Pa.s
K do sangue 0,04 Pa.s
p da dgua 1000 kg/m?
p do sangue 1060 kg/m?
Umedia NA entrada 0,125 m/s
Dimensodes do canal de entrada 400 pm x 10,0 mm
Dimensoes da bif. Maior 400 pm x 2,0 mm
Dimensoes da bif. Menor 100 um x 20,0 mm
Altura do microsseparador 50 um
Temperatura 25°C

O estudo de convergéncia, para uma analise precisa e refinada, foi realizado
variando o tamanho dos elementos da malha, cujos dados de tamanho e niamero de
elementos estdo apresentados na Tabela 4.3. Nesta tabela, sdo apresentados os
valores de tamanho maximo dos elementos finitos utilizados, especificos para o
tamanho do microcanal. Sendo assim os elementos de malha foram variados entre
0,006 para a malha maior (malha 1) e para a malha com os menores elementos

apresentou elementos de tamanho 0,0053 (malha 6).
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Tabela 4.3: NUumero de elementos caracteristicos de cada malha.

Tamanho do NUm. de Num. de Num. de
Malha . elementos de elementos de elementos de
maior elemento .. .

dominio fronteira borda
1 0,006 26651409 1126964 21746
2 0,0058 29481388 1177722 22492
3 0,0056 32797325 1275846 23292
4 0,0054 33312053 1391644 24162
5 0,00535 35165928 1400000 24386
6 0,0053 36889819 1408956 24614

A taxa de crescimento é o fator maximo que um elemento pode crescer de uma
regido com pequenos elementos para uma regido com elementos maiores. Este valor
deve ser maior ou igual a 1 por exemplo, se a taxa de crescimento maxima é de 1.5,
entdo o elemento pode crescer até 50% a mais do seu tamanho original quando ocorre
a transicdo de uma regido para a outra, o qual foi atendido nesse estudo. Para
determinar o tamanho dos elementos de uma borda, comparando-os com a curvatura
geométrica da borda (é a razdo entre o tamanho do elemento e o raio de curvatura).
Quanto menor for o fator de curvatura, mais fina € a malha nas zonas curvas da
geometria. A resolucdo de regides estreitas € um numero escalar que é usado para
controlar a quantidade de camadas de elementos que se sobrepbem em regides
estreitas (cantos vivos por exemplo).

Na convergéncia da malha, elementos de dominio sdo os elementos finitos contidos
no dominio da geometria do problema proposto. Elementos de fronteira sdo os
elementos que fazem fronteira com elementos de tamanhos diferentes (aqui, se
classificam os fatores de crescimento) e elementos de borda sdo os elementos que
ocupam as bordas ou limites do dispositivo. Os parametros variados de uma malha para
a outra foram os que fariam com a malha ficasse cada vez mais refinada. De acordo
com o numero de elementos das malhas podemos classifica-las em mais refinadas
(menores fatores de curvatura) ou menos refinadas (maiores fatores de curvatura). Se
para o mesmo dispositivo (mesmo tamanho) temos mais elementos finitos, pode-se

concluir que a malha é mais refinada em relacéo a anterior. Sendo assim, a classificacao
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das malhas pelos nimeros (1 a 6) representa um refinamento gradual das malhas a
medida que se aumenta o numero de elementos, e estas diferentes malhas sé&o
apresentadas na Figura 4.10, respectivamente.

Para realizar o estudo da malha, foi utilizado o programa COMSOL, o qual estava
instalado num computador com 2 processadores Intel (R) Xeon (R), CPU E5-2620 v2,

2.10 GHz, com memoéria Ram de 128,0 GB e HD de 1TB.

Malha 1

Malha 4

Malha 5

Malha 6

Figura 4.10: Comparativo entre as malhas estudadas com os valores de geometria
projetados no inicio do estudo. Percebe-se que o padrédo de formacdo muda na regido
de bifurcacdo, havendo mudanca significativa entre as malhas 1 e 6.

A Figura 4.11 ilustra um tipico resultado das simulac¢des realizadas no COMSOL,

neste caso sao plotados o campo de pressdo onde a cor mais vermelha representa a

presséo de entrada e a cor mais azul representa a pressao igual a zero imposta na aba
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Laminar Flow, aba das saidas. Esse resultado apresentado na Figura 4.11 foi obtido

com a malha 5, a qual apresentada o tamanho maximo do elemento 0,00535.

A 034

npr”
20

z

5 1/ a

vo

Figura 4.11: Desenho esquematico usado para a verificagdo da distribui¢cdo de

presséo, para as geometrias projetadas inicialmente.

Com o resultado do estudo da malha com os valores de geometria projetados no
inicio do estudo, exportam-se esses valores para o software Wolfram Mathematica, para
um estudo de convergéncia de velocidade local do escoamento em alguns pontos
escolhidos ao longo do dominio para comparacdo das malhas apresentadas nas
Tabelas 4.3 e 4.4. Neste sentido foi fixado uma altura dentro canal (z= 0,025 mm) para
0S quais variou-se a posi¢ao “y” (0,01 mm <y < -0,4 mm) no plano de simetria (-0,01

mm < x < 0,1 mm), estes pontos estdo assinalados na Figura 4.12 a seguir ilustra a

posicdo de andlise.
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Figura 4.12: Imagens das E)osigc”):—:‘s ;eledciolﬁadas ;para a andlise do perfil de

velocidades.

A verificacdo da convergéncia da malha gerada pelo programa COMSOL,
mostram através da analise da malha quanto ao tipo e ndimeros de elementos
empregados nas simulacdes e a quantidade de elementos. Pode-se observar nas
Figuras 4.13 a 4.15 que as malhas convergem para uma quantidade fixa de elementos,
mas com uma variagdo no seu tamanho. Os casos apresentados na forma gréfica de
convergéncia das malhas geradas podem ser verificadas para as malhas de 4 a 6,
mostrando que os resultados independem destas malhas, sendo assim, permitindo por
esta andlise, o uso da malha com o melhor refinamento, malha de nimero 6, mas por
uma questdo de economia de tempo computacional, a malha utilizada no presente
estudo sera a malha 5, pois ndo apresentam grandes discrepancias nos valores de

velocidade e presséo nos pontos assinalados na Figura 4.12.
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Figura 4.14: Grafico com o perfil de velocidade apresentando convergéncia para
numero de distribuicao fixo, medido no ponto 2 apresentado na Figura 4.12.
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Figura 4.15: Grafico com o perfil de velocidade apresentando convergéncia para
namero de distribuicdo fixo, medido no ponto 3 apresentado na Figura 4.12.
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Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores das velocidades médias em z=0,025
mm, -0,01 mm < x < 0,1 mme 0,01 mm <y <-0,4 mm e na Tabela 4.5 os valores da
pressdo nesses mesmos pontos, para as diferentes malhas e pode-se perceber que o
valor da velocidade média esta convergido em mais ou menos no 3° digito significativo
nos trés pontos analisados, confirmando assim que os valores apresentados pela malha
de nimero 5 ja se encontra convergida e pode ser usada nas simula¢fes futuras, que

aqui serdo apresentadas.

Tabela 4.4: Valor da velocidade média [m/s] nos pontos assinalados na Figura 4.12 em
z=0,025 mm, -0,01 mm <x< 0,01 mm e 0,1 mm <y < -0,4 mm, para as diferentes

malhas.
Malha ‘ Ponto 1 ‘ Ponto 2 ’ Ponto 3 ’ Re Pto 1 ‘ Re Pto 2 ‘ Re Pto 3
1 0,176 0,173 0,026 0,41 0,41 0,046
2 0,176 0,173 0,026 0,41 0,41 0,047
3 0,177 0,173 0,026 0,42 0,41 0,047
4 0,179 0,175 0,026 0,42 0,41 0,048
5 0,179 0,176 0,026 0,42 0,41 0,049
6 0,179 0,176 0,026 0,42 0,41 0,048

Tabela 4.5: Valor da pressao [Pa] nos pontos assinalados na Figura 4.12 em z=0,025
mm, -0,01 mm < x< 0,01 mm e 0,1 mm <y < -0,4 mm, para as diferentes malhas.

Malhas ] Ponto 1 \ Ponto 2 \ Ponto 3
1 1276,4 1175,0 1240,3
2 1277,7 1176,3 1241,7
3 1280,1 1178,4 1244,0
4 1303,0 1197,1 1265,0
5 1300,0 1195,6 1262,5
6 1299,8 11954 1261,8

A Figura 4.16 mostra o erro relativo entre as malhas menos refinadas (malhas 1 a
5) com a malha mais refinada (malha 6). A andlise foi feita para o ponto bem préximo a
bifurcagéo, ponto 1 ilustrado na Figura 4.12 onde (—-0,01) mm £x <0,1mm e 0,01 mm
<y <0,4 mm e z=0,025 mm. A equacéo do erro relativo para os valores de velocidade

€ apresentada a seguir:

grelativo =

(4.6)




onde, u; (m/s) velocidade média relaciona as i-ezima malha e vs (m/s) € a velocidade

7

no ponto 1 (Figura 4.12) na malha 6, que é tomada como padrdo. Os pontos
apresentados na Figura 4.16 referem-se as malhas 1 a 5, respectivamente, classificadas
de acordo com o numero de elementos de dominio da malha. As menos refinadas
apresentam erros relativos maiores em relacado a malha mais refinada (malha 6). Nota-
se um baixo erro relativo entre a malha 5 e a malha 6, o qual j& poderia ver visto de uma
forma grafica na Figura 4.16, afirmando que a malha 5 pode ser utilizada no prente

estudo sem apresentar valores com grande discrepancia dos valores reais.

0.30
0.25
0.20
0.15

0.10 |

Erro Relativc

0.05

0.00 !
1 2 3 4 5

Malha
Figura 4.16: Gréfico do erro relativo entre malhas 1 a 5 com a malha 6.

O tempo de simulagdo computacional entre a malha 5 e a malha 6 se diferenciam
por 90 minutos, sendo assim, ndo ha grande prejuizo em usar a malha 5 no presente
estudo, pois o tempo computacional € um fator importante e a diferenca entre as malhas
ndo apresentaram discrepancia entre os valores de velocidade e pressdo, como ja
apontados anteriormente. O tempo de que o0 programa levou para gerar cada malha,

esta apresentado na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6: Tempo computacional para a geracao das malhas.

Tamanho do maior NUm. de elementos do Tempo computacional
Malha L. .
elemento da malha dominio (min)
1 0,006 26651409 60
2 0,0058 29481388 92
3 0,0056 32797325 104
4 0,0054 33312053 125
5 0,00535 35165928 161
6 0,0053 36889819 252

ApGs convergir os valores de velocidade e pressao, vem a etapa do comando study
1, onde definiu-se o estudo como sendo estacionario, laminar, incompressivel e
condi¢gdes de ndo-deslizamento, a densidade e viscosidade do fluido. Para processar o
comando study 1, a ferramenta computacional COMSOL, necessita de um novo

processamento, assim exigindo um novo tempo computacional, que esta apresentado

na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Tempo computacional para realizacdo do comando study 1.

Tempo computacional | Tempo computacional | Tempo computacional
Malha para a malha para o study 1 (malha+study 1)
(min) (horas) (horas)
1 60 18 19
2 92 22 24
3 104 25 27
4 125 30 32
5 161 35 38

Quando o comando study 1, o qual faz o estudo do fluido em regime estacionario,

termina seu processo, obtém-se o valor médio e perfil de velocidade, valor da presséo

através de pontos escolhidos no modelo projetado (Figura 4.12).

Tendo o conhecimento que o plasma a parte liquida do sangue, é possivel realizar o
fracionamento com base em tamanho das particulas, isto é, plasma separadas de
glébulos vermelhos. Para realizar o estudo tedrico aplicando particulas € introduzido um
novo comando o qual fard o estudo do fluido juntamente com as particulas. Este

comando se chama Patrticle tracing for fluid flow (Figura 4.17 — destacado em vermelho),
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no qual se especifica as propriedades das particulas, canal de entrada e canais de
saidas, as caracteristicas (massa, densidade e diametros) e quantidade das particulas.
Apbs inserir esses dados na ferramenta computacional COMSOL, para obter os
resultados da simulacé@o, € necessario inserir um novo study, study 2 (Figura 4.17 —
destacado em verde), o qual levara em consideracéo o fator tempo de escoamento do
fluido e ira calcular as trajetérias das particulas.

O tempo computacional do study 2 é de aproximandamente um quarto da simulagéo
levando em considera¢édo somente o escoamento do fluido (study 1), o qual aumenta o
tempo computacional apresentado na Tabela 4.7, onde a Tabela 4.8 apresenta o tempo

total necessario para finalizar todo o estudo tedrico.
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Figura 4.17: Comando Particle tracing for fluid flow e studys 1 e 2.

71



Tabela 4.8: Tempo computacional para realizacdo estudo tedrico completo.

Tempo computacional Tempo computacional Tempo computacional
Malha study 1 study 2 (malha+study 1+study 2)
(horas) (horas) (horas)
1 18 4,5 23,5
2 22 5,5 29,5
3 25 6 33
4 30 8 40
5 35 9 46

Com a finalizacao do study 2, pode-se encontrar a quantidade de particula em

cada uma das saidas (Figura 4.17 — destacado em preto) e assim calcular a eficiéncia

de separacéo do dispositivo simulado através da Equacao 3.22.
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Capitulo 5

5. FABRICACAO DOS MICROSSEPARADORES

Neste capitulo serd apresentado a técnica de fabricacdo dos microcanais em
material polimérico através de um processo de moldagem. Os moldes sao
confeccionados em PMMA com o uso de uma microfresa-CNC e 0s microsseparadores
sdo moldados em Uretana Acrilato e PDMS.

O uso da microfresa pode facilitar ou permitir a fabricagdo de canais com alturas
variaveis, sem acrescentar mais etapas ou dificuldade adicional ao processo de
fabricacdo, quando comparado ao processo fotolitografico tradicional. Os
microsdispositivos apresentados no presente trabalho ndo fez uso desse recurso, porém
essa possibilidade pode ser explorada.

A técnica de moldagem e selagem apresentada na fabricacdo do dispositivo em
PDMS, se faz de grande utilidade e versatilidade pois nao necessita de sala limpa e isso

consequentemente gera um menor custo.

5.1 Molde em polimetilmetacrilato (PMMA)

5.1.1 Fabricacdo do molde em PMMA

No processo de fabricagdo dos microsseparadores foi adotada uma abordagem
similar ao processo tradicional de microfabricacdo chamado na literatura de Litografia
Macia. Este processo baseia-se na moldagem de um canal polimérico de
polidimetilsiloxano (PDMS) em um molde de silicio e SU-8 que por sua vez € fabricado
via processo fotolitogréfico tradicional. Todavia no presente estudo o processo de
Litografia Macia foi readaptado visando uma microfabricacdo mais rapida e de baixo
custo quando comparada ao processo tradicional.
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No processo de microfabricacao que serd aqui apresentado em detalhes, foi feito o
uso de molde microusinado em uma placa de acrilico (polimetiimetacrilato-PMMA),
Figura 5.1ab, através de um processo de microfresamento e a etapa seguinte de
moldagem foram utilizados 2 diferentes polimeros: Uretana-Acrilato (UA) comprada em
lojas de material para a confeccéo de carimbos cujo fabricante é PolyStamp, 0 mesmo
material usado na confeccdo de carimbos comerciais, e 0 outro foi o polimero tradicional
polidimetilsiloxano (PDMS) cujo fabricante é a Dow Chemical Company. Posteriormente
a confeccdo dos microsseparadores fabricados com ambos os polimeros, foi realizada

uma comparacao entre as geometrias e o escoamento do fluido.

oo
o 0 o 0 o 0
\‘// g]z \‘/ H \‘//
CH, CH3 CH3
— n
(b)
Figura 5.1: Estrutura quimica do polimetilmetacrilato (PMMA), (a) espacial e (b)
plana.
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Uma das vantagens do uso da Uretana-Acrilato como substrato dos
microsseparadores também reside na maior facilidade de aquisicao e custo de selagem
dos microdispositivos, uma vez que estes polimeros expostos a luz ultravioleta permitem
ligagcBes intermoleculares, dispensando a etapa de preparacgéo e ativacdo da superficie
em sistemas de plasma de oxigénio, tradicionalmente usadas na selagem de canais de
PDMS e vidro, por exemplo.

Posteriormente, com as geometrias dos microsseparadores ja definidas, o
procedimento de microfabricacéo é iniciado pela elaboragdo do desenho técnico dos
moldes a serem fabricados na microfresa-CNC. Fazendo uso do software grafico
AutoCAD 2013 (AutoDesk®) foi projetado os desenhos dos microdispositivos a serem

fabricados, como é apresentado na Figura 5.2.

o—0

Figura 5.2: Vista superior do microsseparador que foram fabricado em PMMA

utilizando a microfresadora CNC-Minitech Machinery.

Na Figura 5.2, com o intuito de verificar a Lei da Bifurcacdo, temos um
microssistema com diferentes dimensdes internas dos canais de saida, dentro de uma
placa de PMMA que possui uma espessura de 5 mm e aproximadamente em um
guadrado de 5 cm de lado. Este microdispositivo € composto de um canal de entrada
de 400 um de largura e dois canais de saida, um de 400 um e o outro de 100 um, detalhe

das suas dimensdes na Figura 5.3, com escala em mm.

75



Saida menor . .

—|<0,10
20

5 P 0,05

§ ) P

4]

Z

° 0,40 0,40
Entrada 10 9] l
§ 2L y i |

Figura 5.3: Detalhes das dimensdes do microdispositivo com profundidade de 0,05,
escala em mm, relacionado com a Figura 5.2.

Em seguida, o desenho técnico pode ser transformado em cd6digo numérico pela
microfresadora com o auxilio do software “MecSoft VisualCad 2012”. A microfresadora
de controle numérico computadorizado (CNC) da empresa “Minitech Machinery”
disponivel no LabMEMS, e que foi utilizada no presente estudo € apresentada na Figura
5.4ab. Esta microfresadora trabalha com trés eixos motorizados x, y € z e possui uma
castanha acoplada a um motor de passo permitindo a utilizacdo de um 4°. eixo. As
ferramentas, microfresas de topo, utilizadas sdo de carboneto de tungsténio da empresa
PMT (Performance Micro Tool), que apresenta uma gama de dimensdes de fresas ha

faixa de 5-400 um de diametro.
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(b)

Figura 5.4: (a) Bancada de microfresamento CNC - Minitech Machinery e (b) detalhe
da microfresadora.

Para acelerar o processo de fabricacao, trés diferentes fresas foram utilizadas, cada
uma em uma etapa. O inicio da fabricagdo, primeira etapa, consiste em fazer um
rebaixamento na placa de acrilico, utilizando a fresa de 3000 um de diametro (Figura
5.5a, topo e Figura 5.5b, perfil), com velocidade de corte de 84 m/min, rotacdo de 9000
rpm e foram adotados 5 passos de meio milimetro no seu procedimento de fresamento,
o qual resultou num “buraco” de 2,5 mm com area aproximada de 2000 mm, deixando

uma borda de aproximadamente 3 mm. Em seguida, segunda etapa, um primeiro
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refinamento foi realizado, usando uma fresa de 500 um de diametro (Figura 5.6a, topo
e Figura 5.6b, perfil), com velocidade de corte de 42 m/min, com rotacdo de 27000 rpm
e foi feito 1 passo de 50 um. Por ultimo, terceira etapa, foi utilizada uma fresa de 50 um
de didmetro (Figura 5.7a, topo e Figura 5.7b, perfil) com velocidade de corte de 8 m/min,
rotacao de 50000 rpm e foi feito mais 1 passo de 50 um. Essas estapas estao ilustradas

na Figura 5.8.

(@) (b)

Figura 5.5: Fresa de 3000 um de didametro usada para o rebaixamento, (a) vista do
topo e (b) vista de perfil.

L

3 4 Length = 540.9 pm |
« "x? \ " <
8 58 A

(@) (b)

Figura 5.6: Fresa de 500 um de didmetro usada para o um primeiro refinamento dos
microcanais, (a) vista do topo e (b) vista de perfil.
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@ (b)

Figura 5.7: Fresa de 50 um de didmetro usada para o refinamento dos contornos dos
microcanais, (a) vista de topo e (b) vista de perfil.

1° etapa - Rebaixamento  2° etapa - Refinamento 3° etapa - Microcanal

Figura 5.8: Etapas do processo de fabricagdo do molde em PMMA utilizando as fresas
apresentadas na Tabela 5.1.

Na Figura 5.9 mostra o detalhe da microfabricacdo do molde em acrilico sendo
realizado na microfresadora de controle numérico computadorizado (CNC) da empresa

“Minitech Machinery”, utilizando as microfresas mostradas nas Figuras 5.5, 5.6 € 5.7.
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ind
Figura 5.9: Detalhe da fabricacdo do molde em PMMA na microfresadora de controle
numérico computadorizado (CNC) da empresa “Minitech Machinery”.
A Tabela 5.1 apresenta um resumo das ferramentas usadas as quais foram
apresentadas nas Figuras 5.5ab, 5.6ab e 5.7ab, com seus diametros, velocidade de

corte e rotacao.

Tabela 5.1: Caracteristicas das microfresas usadas para a microusinagem do molde
em PMMA para moldagem de microcanais em fotolitografia.

Microfresa usada Velocidade de Rotagdo
n . Passos
(didametro em um) corte (m/min) (rpm)
Rebaixamento 3000 84 5 9000
Refinamento 500 42 1 27000
Profundidade 50 8 1 50000

A Figura 5.10 ilustra a interface gréafica do software “MecSoft VisualCad 2012”.
Nesta figura podem ser vistas linhas de diferentes cores, que detalham o caminho que
a ferramenta percorreu, este caminho é consequéncia da escolha de alguns parametros

de fabricacdo como por exemplo: fresa, velocidade de corte, rotacdo e passo.
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Figura 5.10: Interface gréafica do software “MecSoft VisualCad 2012”.

Depois da conversdo do modelo produzido em um controle numérico, inicia-se a
confeccdo do molde em polimetiimetacrilato (PMMA) na microfresa, um desenho
esquematico de como ficou o molde é apresentado na Figura 5.11. ApGs a fabricacdo
do molde pela microfresa, 0 mesmo esta pronto para receber os polimeros, que passara

pelo processo de exposicdo a luz ultravioleta com consequente polimerizagdo

(FERNANDES J. C. B. e FERREIRA L. O. S, 2006) e polimerizacdo por aquecimento.

47,80 mm

Figura 5.11: Desenho esquematico do molde fabricado em PMMA.
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Um detalhe importante que cabe destacar na fabricacdo do molde em acrilico e esta
assinalado na Figura 5.12, é a distancia do canal até a borda do molde. Como o0 mesmo
molde serd utilizado na fabricagdo com os ambos polimeros (UA e PDMS) a distancia
deve apresentar um minimo de 5 mm, pois isso facilitara na selagem e garantird uma
area maior de contato entre a tampa e base.

-

=g

=25 mm

Figura 5.12: Molde em PMMA confeccionado pela microfresa.

5.1.2 Caracterizacado do molde fabricado em PMMA

Os microcanais fabricados em uma placa de acrilico (polimetilmetacrilato - PMMA),
usinados via microfresa (Figura 5.12), foram analisados com a ajuda de um microscGépio
3D digital Hirox Digital Microscope modelo KH.8700 (Figura 5.13). Foram tomadas
medidas de profundidade e largura dos canais para varias posi¢des do microdispositivo,
como assinalados na Figura 5.14 e nessas posicOes foram realizadas de 3 a 5

repeticdes de altura, profundidade e largura.
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Figura 5.13: Microscépio digital Hirox Digital Microscope modelo KH.8700 efetuando a

caracterizacdo do microsseparador.

OOe—B—T1ra{)

O molde em PMMA que foi utilizado para a fabricacdo dos microdispositivos em
Uretana-Acrilato (UA) e polidimetilsiloxano (PDMS). A Figura 5.15 apresenta o molde
depois da usinagem, onde a entrada possui 400 um, a bifurcagdo maior tem dimensao

de 400 pm e a bifurcagdo menor tem 100 pm (Tabela 5.2).

Tabela 5.2: Dimensdes dos canais dos microsseparadores com 50um de altura,

Figura 5.14: Posicao de onde foram realizadas
as medidas de altura, largura e profundidade,

de 3 a 5 medidas em cada ponto.

apresentando largura e comprimento, apresentado na Figura 4.12.

Canal Principal

Bifurcagao maior

Bifrucagdao menor

400 pm x 10,0 mm

400 pm x 2,0 mm

100 pm x 20,0 mm
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Bif. menor.100 um

Bif. maior 400 um

Entrada 400 um

Figura 5.15: Visualizacdo do molde em PMMA para a fabricacdo do microsseparador
em UA, com altura de 50 um como projetado e apresentado na Tabela 5.2.

As Figuras 5.16, 5.17 e 5.18 apresentam um exemplo das medidas realizadas no
molde microusinado em PMMA na entrada proximo a regido da bifurcagdo, na
bifurcacdo maior e na bifurcagcdo menor, respectivamente. Este molde foi utilizado para
a fabricacdo dos microsseparadores em Uretana-Acrilato (UA) e PDMS, cujas
dimensbes de largura sdo: entrada 400 pm, bifurcagdo maior 400 um e bifurcagdo menor

100 pm, com altura padréo de 50 pm.
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Figura 5.16: Medidas de largura (seta da horizontal) e profundidade (seta da vertical)

no microcanal de entrada préximo a regido de bifurcagdo no molde em PMMA
fabricado pela microfresa.
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Figura 5.17: Medidas de largura (seta da horizontal) e profundidade (seta da vertical)

no microcanal da bif. maior proximo a regido de bifurcacdo no molde em PMMA
fabricado pela microfresa.
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Figura 5.18: Medidas de largura (seta da horizontal) e profundidade (seta da vertical)
no microcanal da bif. menor préximo a regido de bifurcagcdo no molde em PMMA
fabricado pela microfresa.
O fluxograma apresentado na Figura 5.19 abaixo, apresenta as etapas de seguidas

para a fabricagdo do molde em acrilico (PMMA) para a confec¢do dos microcanais em

uretana-acrilato e PDMS.
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Etapas de microfabricacédo do molde em PMMA por
microusinagem

Dimensionamento do Confeccao do molde
microsseparador em PMMA

Calculo das dimensdes Converséo do desenho
dos microcanais técnico para a microfresa

Elaboragdo do desenho Escolha das ferramentas

técnico da geometria no para as dimensoes dos
canais

Autocad

Entrada dos parametros
de usinagem na
programacao

Usinagem do molde em
PMMA

Caracterizacao do molde

no microscopio 3D

Figura 5.19: Fluxograma de fabricacdo do molde em PMMA para confec¢éo de
microdispositivos.

5.2 Microdispositivos em Uretana-Acrilato (UA)

5.2.1 Fabricagdo em UA

Uma das opg¢bes que vem sendo muito utilizada para a fabricagdo de
microssistemas sdo 0s polimeros, como por exemplo, polimetiimetacrilato (PMMA),
policarbonato (PC), poliestireno (PE), policloreto de vinila (PVC), poliuretano (PU),
polidimetilsiloxisano (PDMS) e uretana-acrilato (UA) (FERNANDES J. C. B. e
FERREIRA L. O. S, 2006) (COLTRO, 2007).

A utilizacdo da técnica de fotopolimerizacdo cujo principal polimero utilizado é
formado por oligbmeros a base de Uretana-Acrilato (Figura 5.20), apresenta diversas

vantagens como a secagem instantanea, redu¢do no consumo de energia e materiais
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de baixo custo. Essa técnica representa um grande avanco no desenvolvimento de
materiais de revestimento, adesivos e na industria de tintas. Basicamente, o mecanismo
para a gravacao dos canais € a juncao de dois efeitos gerados pela exposi¢ao a luz UV,
fotodegradacéo e a decomposicao térmica (FERNANDES J. C. B. e FERREIRA L. O. S,
2006). Por empregar materiais com custos bastante reduzidos e ainda assim apresentar
um étimo desempenho, boa resisténcia quimica e apresentam transparéncia a luz

visivel, o que possibilita a sua utilizacdo em métodos épticos de analise.

(b)

Figura 5.20: Estrutura tipica de um oligbmero Uretana-Acrilato, (a) espacial e (b) plana.

De posse do polimero UA e do molde microusinado em uma placa de acrilico, vem

entdo a etapa de modelagem. Nesta etapa, a fotorresina uretana-acrilato (UA) é
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agquecida em banho-maria (Figura 5.21), com a finalidade de diminuir sua viscosidade e
assim obter uma melhor definicdo nas regidées dos contornos dos microcanais. A agua
depois de aquecida foi colocada dentro de um becker e adicionado um corante na cor

verde apenas para ter um contraste para gerar uma melhor visualiza¢do na Figura 5.21.

Figura 5.21: Banho-maria da fotorresina cujo objetivo é diminuir sua viscosidade, onde
em verde € a 4gua aquecida, usada somente para dar um contraste e apresentar
melhor a UA que é transparente e esta contida dentro do copo de plastico.

Uma quantidade de UA suficiente para preencher o molde fabricado em PMMA foi
colocada em um copo de café e entdo aquecida. Este aquecimento foi realizado até a

fotorresina alcangar a temperatura de 35°C, medida pelo sensor do agitador (Figura

5.22), o que leva em torno de 5min.

(S e -

Figura 5.22: Sensor utilizado para medir a temperatura da UA apés aquecida.

89



Apo6s a fotorresina atingir a temperatura estabelecida, ela é depositada no molde
de PMMA (Figura 5.23). Este molde foi previamente preparado com uma fina camada
de desmoldante PVA, o mesmo utilizado para lamina¢cdes com fibras de vidro, cuja

finalidade é facilitar a remocao apdés a polimeriza¢do da resina no molde.

Figura 5.23: Deposigéo da fotorresina aquecida no molde.

Devido a agitacdo da fotorresina para homogeneizacdo de temperatura, surgem
bolhas (Figura 5.24a) e para que estas sejam eliminadas, o molde preenchido com a
UA aquecida, € levado a um ambiente com vacuo de 22 Tor. Esse ambiente é produzido
dentro de um dessecador, ficando em repouso o conjunto durante 1h e assim ocorrendo

eliminacao destas (Figura 5.24b).

@ (b)

Figura 5.24: (a) Bolhas que se formam devido a agitacdo da fotorresina para
homogeneizagéo da temperatura e deposi¢cdo no molde (b) molde contendo a
fotorresina ap6s o ambiente com vacuo.

90



Esse dessecador (Figura 5.25a) possui um didmetro de 250 mm, vacuémetro em
metal de latdo, registro em latdo com borracha sintética para vedag¢do e um anel de
aluminio para travar a tampa. A bomba responséavel pelo vacuo (Figura 5.25b), € uma
bomba de alto vacuo da JB-Platinum duplo estdgio modelo DV142 com capacidade

de 5CFM a qual para atingir 100 Pa leva 2 min.

Figura 5.25: (a) Dessecador com vacuo para a retirada das bolhas e (b) bomba de alto
vacuo JB-Platinum, duplo estagio de 5CFM.

Depois de retirado o vacuo do dessecador onde estava descansando o molde com
a resina, esse conjunto é levado até a fotoexpositora.

A fotolitografia profunda no ultravioleta com fotorresina UA (FERNANDES J. C. B.
e FERREIRA L. O. S, 2006) (Fonseca, 2008) se baseia em procedimentos utilizados
para a confeccao de carimbos comerciais. A fotolitografia profunda no UV, permite a
prototipagem répida dos dispositivos sem necessidade de equipamentos especiais e
outros reagentes, o que reduz drasticamente 0s custos para a sua producdo (Fonseca,
2008).

A fotoexpositora utilizada neste trabalho € mostrada na Figura 5.26, uma maquina
comercial Polijet Carbrink modelo Prata composta por dois conjuntos de lampadas
(380nm), cada um com quatro lampadas, localizados na parte superior e inferior da
magquina, os quais sao acionados independentemente. O conjunto foi exposto a luz U.V.

durante 300s, para a cura e consequente transferéncia dos microcanais do molde para
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o polimero. O valor de 300s chegou-se apés varios testes variando o tempo de

exposicao.

Figura 5.26: Maquina fotoexpositora (processadora de carimbos), utilizada no presente
trabalho.

Com o término do tempo programado na fotoexpositora para a polimerizagéo da

resina, o conjunto é retirado do interior da maquina e o molde é separado do polimero,

como pode ser visualizado na Figura 5.27, onde pode ser visualizado 0 molde e a base

do dispositivo com 0s microsseparadores moldados logo apos etapa de fotoexposigao.

MICROSSISTEMAS EM UA |
MOLDE EM PMMA . o

Figura 5.27: Dispositivo de polimero UA removido do molde de acrilico.
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Em seguida ocorre a etapa de limpeza e remocao dos excessos de polimero ndo
sensibilizado pela luz U.V. por meio de um banho revelador com agitagéo ultrassoénica
(por 10 min) com um solvente apropriado, que no caso desta resina de carimbo, é
apenas agua levemente aquecida e detergente (Jr, 2012).

A Figura 5.28 ilustra o equipamento de banho ultrassoénico utilizado para limpeza

de restos de fotorresina que ainda possam estar nos microcanais.

Figura 5.28: Banho de ultrassom utilizado no processo de limpeza.

5.2.2 Caracterizacdo do microdispositivo em UA

Apos a fabricacéo e caracterizagdo de dimensfes do molde fabricado em acrilico,
fabricou-se entdo por fotolitografia os microsseparadores de UA. Suas dimensfes
também foram caracterizadas utilizando o microscoépio digital Hirox Digital Microscope
modelo KH.8700. Uma ideia preliminar de como ficou o microdispositivo em UA é
apresentado na Figura 5.29, com uma altura uniforme de 50 pm para o microdispositivo
e larguras de: entrada 400 pum, a bifurcacdo maior 400 um e a bifurcacdo menor tem

100 um, como projetado e apresentado na Tabela 5.2.
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Bif. menor 100 {im

Entrada 400 um Bif. maior 400 pm

Figura 5.29: Visualizacdo do microsseparador fabricado em UA.

Para medicao da profundidade dos canais foi necessario gerar uma imagem em 3D
no software do Hirox Digital Microscope dos canais do microsseparador. As Figuras 5.30
a 5.32, apresentam uma tipica imagem 3D gerada pelo software, para a entrada,
bifurcacdo maior e bifurcacdo menor, respectivamente, medidas tomadas proximas a
regido de bifurcacdo, onde o plano em amarelo representa a se¢ao do canal onde sera

extraido o perfil tridimensional.
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Figura 5.30: Microscopia 3D do microcanal com profundidade de 50 ym (seta da
vertical) para a entrada (seta da horizontal) de 400 um proxima a regido de bifurcagcéo
e assinalado no canto superior esquerdo, fabricado em UA.
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Figura 5.31: Microscopia 3D do microcanal com profundidade de 50 ym (seta da
vertical) para a bif. maior (seta da horizontal) de 400 ym proxima a regido de
bifurcacéo e assinalado no canto superior esquerdo fabricado em UA.
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Figura 5.32: Microscopia 3D do microcanal com profundidade de 50 ym (seta da
vertical) para a bif. menor de 100 um (seta da horizontal) proxima a regido de
bifurcacdo e assinalado no canto superior esquerdo, fabricado em UA.

5.2.3 Selagem do microdisposivito em UA

Apo6s limpo, seco e caracterizadas suas dimensdes, o microdispositivo fabricado em
UA necessita de uma tampa para a selagem e uma comunica¢gdo com o meio externo.
O primeiro passo para a comunicagdo com o meio exterior foi a realiza¢cdo de um furo
com um punch dermatologico (Figura 5.33) no local onde seria encaixado as
mangueiras. Este equipamento utilizado para bidpsia dermatoldgica, tem diametro

interno de 1,25 mm, o qual é posicionado sobre o ponto onde se deseja fazer o orificio.
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Figura 5.33: Punch dermatol6gico com didametro interno de 1,25mm utilizado para
realizar as furacdes para a conexao das mangueiras com 0 meio externo.

O microdispositivo fica como ilustrado na Figura 5.34, ap6s realizados os furos para

comunicagdo com o meio exterior e com a tampa ja fabricada.

Furos para saidas Tampa

Furo para entrada

Figura 5.34: Desenho esquematico do microsseparador com os furos de entrada e
saida dos microcanais antes de sua selagem e sua tampa em UA.

Para a fabricagéo da tampa, é utilizado o mesmo material, a resina UA e ambas as
partes, base e tampa, sdo colocadas unidas uma a outra, novamente sob a exposi¢ao
da luz UV de modo a permitir a ligagao intra-intermolecular entre elas. Para garantir isso,
um fluxo de argbnio é imposto ao microdispositivo no interior de um compartimento
fechado dentro da fotoexpositora durante aproximadamente 10 minutos e depois
reexpondo o conjunto a luz. U.V. e ao fluxo de argbnio durante aproximadamente 15

minutos com a finalidade de se proporcionar uma atmosfera livre de oxigénio ao redor
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do substrato. Com isso, o filme de resina ndo polimerizado que se encontra na superficie
da tampa sofre polimeriza¢do, proporcionando uma adesdo quimica direta (ou seja,
intermolecular e sem camadas intermediarias) entre a tampa e a base, a Figura 5.35

ilustra este processo de selagem do microcanal.

(a)
(b)

i
¥ ¥ Filma nio polimenzado
Exposigio
o (@
l "-.\
(d) (e)
10 min YT ¥y
15 min | | [ | |
e
Exposigio

Figura 5.35: Esquema do procedimento de selagem. (a) Exposi¢do da resina na
fabricacdo da tampa; (b) tampa de resina com superficie nao polimerizada; (c) uniao
da tampa com placa contendo os canais; (d) aplicacdo do fluxo de argdnio gasoso
para geracao de atmosfera livre de oxigénio; (e) exposicao final para selagem
irreversivel do sistema (Jr, 2012) (Fonseca, 2008).

Apoés a selagem, o microdispositivo € conectado com o meio exterior utlizando
aspiradores traqueais de numero 04 (mangueiras) da Mark Med, para que ocorrera
através deles entdo a entrada e saida de fluido nos canais. Essas mangueiras foram
encaixadas nos furos realizados pelo punch antes da selagem. Essas mangueiras tém
didmetro externo de 1,30 mm (Figura 5.36) que s&o encaixadas de maneira for¢cada pois
seu didmetro externo é maior que o orificio, isso fez com que fosse apresento uma certa

dificuldade para seu encaixe, o que vai Ihe garantir uma melhor fixacéo e ajudar a evitar
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possiveis vazamentos. A Figura 5.37 apresenta um desenho esquematico de como ficou

o microdispositivo finalizado com as conexdes e selagem.

Figura 5.36: Sonda para aspiracao
traqueal nimero 04 da Mark Med
com diametro externo de 1,3mm.

/ Conexoes

Microcanais

A

Tampa

Figura 5.37: Desenho esquematico do microsseparador depois de selado com as
conexdes de entrada e saida dos microcanais.

O aspirador traqueal (aqui chamado de conexdes) é colocado o pressionando no
buraco feito pelo punch e para uma melhor fixagao, é utilizada a prépria UA como “cola”.
Essa UA é aplicada ao redor dos tubos e o conjunto novamente sofre o processo de
fotolitografia por um tempo menor, somente para que a fotorresina endureca e ofereca

uma maior resisténcia ao desencaixe com o meio exterior. O dispositivo projetado

99



exposto anteriormente na Figura 5.37 é apresentado na Figura 5.38 depois de concluida

a sua fabricagéo, selagem e comunicagcdo com o mundo exterior.

Figura 5.38: Microdispositivo fabricado em UA através de molde em PMMA através de
litografia macia e ligado com o meio externo.

A Figura 5.39 abaixo, ilustra na forma de fluxograma o procedimento de
microfabricagdo aqui descrito para um microdispositivo fabricado em UA. Dentre as
varias vantagens j& comentadas anteriormente pode-se de forma resumida destacar
aqui, que a principal vantagem no processo de fabrica¢@o proposto nete trabalho esta
na facilidade de obten¢&o de uma satisfatéria selagem dos canais e conexdes externas
com a utilizagdo de um Unico material para as estruturas (tampa e base), para a vedacgéo
e para adesdo das partes. Uma vez que a etapa de selagem estd em geral muito cara
e dificl na maioria dos processos tradicionais de fabricacdo de dispositivos
microfluidicos. Além disso, o fluido usado para limpeza dos canais neste processo de
fabricagdo ndo é agressivo a salde e ao meio ambiente, apresentando-se como uma

outra vantagem desse processo de fabricacéo.
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Etapas de microfabricacao do microsseparador em UA por litografia macia

Dimensionamento do
microsseparador

Calculo das dimensdes dos
microcanais

Elaboragdo do desenho
técnico da geometria no
Autocad

Confecc¢éo do molde em
PMMA (acrilico)

Conversao do desenho
técnico para a microfresa

Escolha das ferramentas para
as dimensdes dos canais

Entrada dos parametros de
usinagem na programacao

Usinagem do molde em
PMMA

Caracterizacdo do molde
no microscopio 3D

e ¥ microsseparadores por

Confeccao dos

Fotolitografia

Aquecimento da UA e
preparacédo do molde com
desmoldante PVA

Preenchimento do molde em
PMMA com UA aquecida

Conjunto levado ao vacuo

Realizacdo da Fotolitografia

Obtecao dos

microsseparadores

Lavagem dos microcanais

com ultrassom

Finalizacdo do
microdispositivo

Caracterizacdo dos
microcanais com
microscoépio 3D

Confecc¢éo dos orificios com o
punch para as conexdes

Selagem do microdispositivo
com argonio

Colocacao e colagem das
mangueiras com UA

Verificacdo de vazamentos

Figura 5.39: Fluxograma do processo de fabricacdo do microsseparador em UA.



5.3 Microdispositivo em polidimetilsiloxano (PDMS)

5.3.1 Fabricagdo em PDMS

O polidimetilsiloxano (PDMS) é um elastémero de silicone, sendo na atualidade um
dos materiais poliméricos organicos mais utilizados na industria biomédica devido as
inOmeras carateristicas que apresenta nomeadamente a biocompatibilidade, é
considerado inerte, térmicamente estavel, transparéncia a ondas eletromagnéticas na
faixa do visivel e UV proximo, flexibilidade mecénica, durabilidade, permeéavel a gases,
facilmente manuseado a temperatura ambiente, podendo ainda ser aplicado como
isolador dielétrico e ainda em estudos de biomicrofluidica, como por exemplo estudos
do escoamento sanguineo, visto que € um material ao qual o sangue ndo adere logo
ndo se formam coagulos e é possivel ser feito um estudo in vitro da microcirculagéo
humana em laboratério. Entretanto alguns problemas podem surgir como: a
permeabilidade a vapores de agua, o que pode ser dificil de controlar considerando os
pequenos volumes que sdo gerenciados no interior do dispositivo, moléculas
hidrofébicas podem adsorver em dispositivos de PDMS, sendo liberadas posteriormente
nos liquidos que percorrem os canais, causando problemas em estudos biolégicos. O
PDMS apresenta baixa resisténcia quimica em presenca de algumas solu¢des acidas e
basicas, tais como: hidréxido de potassio, acido nitrico, acido sulfurico e etc (Kersaudy-
Kerhoas, 2010).

O PDMS é um polimero de silicio (constituinte quimico da base é dimetilvinil,
terminada dimetilsiloxano), que por sua vez esta inseridos no grupo dos polimeros
organicos sintéticos, inerte, atéxico e nao inflamavel, cuja estrutura molecular apresenta
silicio e ligagBes de oxigénio na sua cadeia como apresentada na Figura 5.40ab. Por

outro lado, o agente de cura é feito & base de siloxano e metildimetilo.
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Figura 5.40: Estrutura quimica do polidimetilsiloxano, (a) espacial e (b) plana.

O polimero PDMS utilizado neste estudo foi o Sylgard ® 184 da empresa Dow
Corning (Figura 5.41), sendo este fornecido num kit composto pelo pré-polimero e pelo
agente de cura, ambos em estado liquido, que serdo misturados na proporcao de 1

grama de agente de cura para 10 gramas de pré-polimero (proporgéo 10:1).
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Figura 5.41: PDMS Sylgard 184 da empresa Dow Corning.

Apos a pesagem das quantidades do agente de cura (1g) e do pré-polimero (10g),
utilizando uma balanca de preciséo (Figura 5.42a), estes sdo misturados (Figura 5.42b).
Enquanto a mistura ocorre, surgem bolhas de ar (Figura 5.43a) as quais sdo removidas
num ambiente com vacuo (22 Tor, o mesmo usado para a UA) dentro de um dessecador

ja com o depésito realizado no molde (Figura 5.43b) durante 1h.

Figura 5.42: (a) Pesagem do pré-polimero com o agente de cura e (b) mistura de
ambos.
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Figura 5.43: (a) Bolhéz)resultantes da mistura entre o pré-polimero e o agente de cura
para a formacg&o do PDMS e (b) polimero levado ao vacuo durante 1h para a remogao
destas bolhas.

Enquanto o polimero esta no vacuo para a remocéao das bolhas, o molde e a placa de
vidro que foram utilizados na fabricagéo e selagem foram lavados dentro de uma capela
fluxo laminar vertical da marca Filterflux, modelo: flv 656/3 (Figura 5.44) para evitar o
acumulo de poeira sobre as superficies, facilitando assim a selagem final. A lavagem
utilizou agua deionizada com detergente especifico para produtos de laboratério Isodert,
da empresa Isofar, com ph 6,5 a 7,5; para a realizar o enxague utilizou-se agua

deionizada e, postteriormeten, foi entdo aplicado alcool etilico, ilustrado na Figura 5.45a

lavando o molde e Figura 5.45b para a placa de vidro.

105



Frascos contendo:

Agua deionizada com detergente
Agua deionizada
Alcool etilico

Placa aquecedora

Molde em aerilico
Punch

Placa de vidro

Figura 5.44: Capela de fluxo laminar vertical da marca Filterflux - modelo: flv 656/3,

onde foram lavados os materiais e selados os microdispositivos fabricados em PDMS,

mostrando a disposicao dos equipamentos: chapa quente, frascos, molde em acrilico,
vidro e punch.
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Figura 5.45: Uma das etapas de lavagem do (a) molde em acrf’lti)():o e (b) placa de vidro,
dentro da capela de fluxo laminar vertical.

Apoés a lavagem, os materiais (molde em PMMA e placa de vidro) foram secos
em uma placa aquecedora Fisatom, modelo 501 (Figura 5.46); que se encontrava dentro
da capela de fluxo laminar vertical, para que ndo houvesse deposicao de poeira sobre
0s materiais e facilitando assim a selagem. Todo o processo de fabricagdo do

microdispositivo fabricado em PDMS, utilizou-se luva sem talco, pois isso interfere na

gqualidade da selagem.

Figura 5.46: Placa aguecedora Fisatom utilizada para a secagem do molde e placa de
vidro ap0s a lavagem.

De posse do molde fabricado em PMMA (Figura 5.9) limpo e seco, a mistura do pré-
polimero com o agente de cura na proporcao 10:1 sem bolhas é depositada sobre este,
como mostrado na Figura 5.47, semelhantemente ao que foi feito com o microdispositivo
fabricado em UA.
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Figura 5.47: PDMS sendo depositado sobre o molde de acrilico, 0 mesmo usado para
a fabricacdo dos microdispositivos em UA, dentro da capela de fluxo laminar vertical,
com luvas sem talco.

Por fim o molde em acrilico contendo o PDMS foi colocado sobre placa aguecedora
da marca Fisatom modelo 501 (Figura 5.46), durante 45min a 70° C. Passado esse
tempo, o polimero PDMS esta endurecido (curado) estando pronto para ser removido
do molde de acrilico (Figura 5.48abc). No caso da fabricagdo com PDMS, o uso de

desmoldante néo se faz necessario, pois apos a polimerizagdo, sua remocao do molde

se faz com grande facilidade.
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Figura 5.48: (a) PDMS sendo removido do molde apés a cura em chapa quente, (b)
apos ser removido por completo comparado com o molde e (c) detalhe do microcanal
fabricado.

Com o processo de cura ja concluido, o microdispositivo é caracterizado utilizando

0 microscoépio 3D digital Hirox Digital Microscope modelo KH.8700 e somente posterior

a isso ocorre a selagem.

5.3.2 Caracterizacdo do microdispositivo em PDMS

ApOs o término da fabricacdo do microsseparador em PDMS, segue entdo para a
etapa de caracterizacdo geométrica das dimensdes dos canais utilizando o mesmo
microscoépio digital Hirox Digital Microscope modelo KH.8700 (Figura 5.12) o qual foi
utilizado para a caracterizacdo do molde em acrilico e do microdispositivo fabricado em
UA. Os pontos para as caracterizacdes foram sincronizados com 0s mesmos pontos

utilizados na caracterizagdo do molde em acrilico e microsseparador em UA (Figura
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5.13). Uma ideia preliminar de como ficou o microdispositivo em PDMS ¢é apresentado
na Figura 5.49, com uma altura uniforme de 50 um para o microdispositivo e larguras
de: entrada 400 pm, a bifurcagéo maior 400 um e a bifurca¢cdo menor tem 100 pm, como

projetado e apresentado na Tabela 4.2.

Saida menor
100 pm

Saida maior

Entrada 400 pm 400 pum

Figura 5.49: Visualizagéo do microsseparador fabricado em PDMS, cuja entrada
possui 400 um, a bif. maior tem dimenséo de 400 um e a bif. menor tem 100 yum, como
projetado e apresentado na Tabela 3.2.

As medidas das dimensdes de largura e profundidade foram realizadas ao longo de
todo microsseparador, como pontos coincidentes ao do molde fabricado em PMMA,
como apresentados exemplos nas Figuras 5.50 a 5.52, as quais ilustram uma tipica

imagem gerada pelo microscopio 3D usado no presente trabalho, medidas obtidas

proximo a regido de bifurcacéo.
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Figura 5.50: Microscopia 3D do canal da entrada de 400 ym (seta na horizontal)

fabricado em PDMS do microsseparador com profundidade de 50 um (seta na
vertical), medida tomada préximo a regido de bifurcacédo e assinalado no canto
superior esquerdo.
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Figura 5.51: Microscopia 3D da bif. maior de 400 um (seta na horizontal) fabricado em

PDMS do microsseparador com profundidade de 50 pm (seta na vertical), medida
tomada proximo a regido de bifurcacao e assinalado no canto superior esquerdo.
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Figura 5.52: Microscopia 3D da bif. menor de 100 um (seta da horizontal), préximo a
regido de bifurcagédo assinalado no canto superior esquerdo, fabricado em PDMS
microsseparador com profundidade de 50 um (seta da vertical).

5.3.3 Selagem dos microsseparadores em PDMS

A selagem tradicional para microdispositivo fabricado em PDMS com placa de vidro
faz uso de plasma de oxigénio, que é um equipamento de alto custo e ndo disponivel
no laborat6rio do presente estudo. Foi entdo pesquisada uma alternativa para a selagem
gue fosse compativel com que havia disponivel e fosse de facil aquisi¢ao.

A alternativa encontrada foi o uso do préprio polimero PDMS, fazendo um
“sanduiche” entre a base (a qual contém o microcanal), placa de vidro e mais PDMS
para fazer uma tampa (Shiroma, 2016). Esse segundo depdsito do polimero, consiste
em colocar mais polimero sobre o vidro posicionado sobre o dispositivo. Para ter uma
ideia de como ocorreu essa selagem, antes da ligacdo com o meio externo, a Figura

5.53 apresenta um desenho esquematico.
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Tampa

Placa de vidro

\

Microdispositivo

Figura 5.53: Desenho esquematico da selagem com PDMS, vidro e PDMS, ainda sem
as ligacdes com o meio externo.

Antes de posicionar o vidro sobre os canais, foi realizado o furo utilizando o punch
dermatoldgico, procedimento igualmente realizado na fabricagdo do microsseparador
em UA, para posteriormente encaixar as manguerias para comunicagdo com o meio
externo.

O vidro posicionado sobre os canais foi lavado com agua deionizada, detergente
apropriado para uso em laboratério e aplicado alcool etilico, posteriormente secado
placa aquecedora, dentro de uma capela de fluxo laminar vertical, afim de deixar as
superficies mais livres de impurezas. Durante todo o processo de fabricagdo com o
PDMS a luva utilizada era sem talco, pois isso intefere na qualidade da selagem.

O vidro foi posicionado de uma maneira que 0s microcanais que estdo na base do
PDMS ficasse com uma borda sobrando para que esse garantisse a selagem como
mostrado no desenho esquematico na Figura 5.54a e como foi realizado dentro da

capela de fluxo laminar vertical apresentado na Figura 5.54b.
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Placa de vidro

cada em PDMS

(b)
Figura 5.54: (a) Desenho esquematico da colocacéo da placa de vidro sobre os
microcanais na base fabricada em PDMS deixando uma borda, (b) foto do
procedimento sendo realizado.
Ap0s o posicionamento desse vidro, veio entdo mais deposi¢cdo de PDMS afim de

segurar essa placa de vidro e garantisse a selagem, como mostrado na Figura 5.55,

cujo processo foi também realizado dentro da capela de fluxo laminar vertical.

Figura 5.55: Deposicdo de PDMS sobre o conjunto: placa de vidro e base contendo o
microdispositivo.
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Com o deposicdo dessa nova camada de PDMS, o conjunto precisava passar por
um novo processo de cura. Neste ponto do processo o conjunto foi levado para uma
estufa analdgica de esterilizacdo e secagem da marca Sterilifer modelo SX350,
mostrada na Figura 5.56. Este processo foi mais rapido que o processo de cura do molde

contendo o polimero, pois essa camada € bem mais fina, em torno de 20 min a 70° C.

Figura 5.56: Estufa da marca Sterilifer utilizada para a segunda parte do processo de
cura do PDMS.

A Figura 5.57 apresenta um resumo de como ocorre essa selagem utilizando vidro

num microdispositivo fabricado em PDMS.
(a) (b)
(e)

S r

ro°c (1111
" r 0

(d)

(g)

oec i

Figura 5.57: Resumo da selagem de PDMS utilizando vidro sem plasma.

115



Com a conclusdo da segunda etapa de cura, vem a comunicacdo com 0 meio
externo. Com o furo ja realizado com o punch dermatolégico (procedimento realizado
antes do posicionamento do vidro), basta apenas encaixar o aspirador tranqueal nimero
04 da Mark Med. Essa etapa também foi realizada dentro da capela de fluxo laminar

vertical, como mostrada na Figura 5.58.

Figura 5.58: Encaixe da
mangueira (sonda de
aspiracao traqueal) que fez a
ligagdo com o meio externo.

Um desenho esquematico de como ficou o microdispositivo fabricado em PDMS
seguindo as etapas descritas acima, € mostrado na Figura 5.59a e uma foto do mesmo
depois de concluida a sua fabricagdo € mostrado na Figura 5.59b, selagem e

comunicacdo com o mundo exterior aparece na Figura 5.59c.
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Entrada

(b)

Figura 5.59: (a) Desenho esquematico da(g)elagem com PDMS, vidro e PDMS ja com
as conexoes, (b) foto do mesmo dispositivo ainda sem a ligagdo9 com o meio externo
e (c) microdispositivo pronto para uso.

A Figura 5.60 ilustra na forma de fluxograma o procedimento de microfabricacéo
aqui descrito para um microdispositivo fabricado em PDMS. Dentre as varias vantagens
ja comentadas anteriormente, pode-se de forma resumida destacar aqui, que a principal
vantagem do polimero PDMS é a sua transparéncia, que facilita a observacao e estudo
do fluido, porém seu custo e dificuldade de obtencdo séo fatores serem considerados.
Sua selagem também tem um alto custo, mas buscando alternativas, esse processo se
torna acessivel e satisfatério. A conexdo com 0 meio externo realizada no

microsseparador em UA mostrou-se satisfatéria e por esse motivo foi também aplicada

ao microdispositivo fabricado em PDMS.
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Etapas de microfabricacdo do microsseparador em PDMS por litografia macia

Finalizacao do

Confeccao dos
microdispositivo

feccédo do molde em
microdispositivos

Dimensionamento do > Con
PMMA (acrilico)

microsseparador

Calculo das dimensdes
dos microcanais

Elaboragéo do desenho
técnico da geometria no
Autocad

Conversao do desenho técni-
co para a microfresa

Escolha das ferramentas para
as dimensdes dos canais

Entrada dos parametros de
usinagem na programacao

Usinagem do molde em
PMMA

Caracterizacao do molde em
PMMA microscépio 3D

Lavagem e secagem do mol-
de e placa de vidro*

Pesagem e mistura do pré-
polimero e agente de cura

Mistura levada ao vacuo para
remocao de bolhas - 1h

Deposi¢do do PDMS no
molde*

Conjunto levado a placa
aquecedora a 100°C durante
45min

Obtecéo dos
microsseparadores

Caracterizagdo dos
microcanais com
microscopio 3D

Confeccao dos orificios para
ligacdo com o meio externo

Colocacao da placa de vidro*
e deposicdo de nova camada
de PDMS*

Conjunto levado a estufa para
a nova cura

Encaixe das mangueiras* e
verificacdo de vazamentos

Figura 5.60: Fluxograma do processo de fabricacdo do microsseparadores em PDMS (* dentro de capela de fluxo laminar vertical).
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Ambos os polimeros utilizados nos microdispositivos tiveram processos de
fabricac&o distintos. A UA por ser mais viscosa, passou pelo processo de aquecimento
para se adquar melhor aos contornos do molde fabricado em PMMA e sua cura foi
realizada por incidéncia de luz ultravioleta. O PDMS tem um processo um pouco mais
exigente, pois necessita ter suas etapas de fabricacao utilizando uma capela de fluxo
laminar. Sua viscosidade é melhor e por isso 0 processo de aquecimento ndo se fez
necessario e sua cura € realizada justamente utilizando calor.

Os processos de selagem também foram distintos, porém a ligagdo com o meio

externo seguiram processo utilizando os mesmos materiais.
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Capitulo 6

6. ANALISE EXPERIMENTAL

A parte experimental do presente trabalho apresenta um estudo do escoamento do
fluido utilizando balanco de massa para os microsseparadores fabricados em ambos os
polimeros, o micro-PIV para obter o perfil de velocidade do microsseparador fabricado
em PDMS.

O material biolégico humano utilizado no presente trabalho foi coletado de doadoras
mulheres na faixa etaria média de 24 anos. O sangue canino foi de uma fémea da raca
Shih tzu com 4 anos. Ambas as amostras sanguineas foram coletadas no maximo de
uma hora antes do experimento, todas foram diluidas utilizando o critério da
porcentagem de hematdcritos presente no sangue total, valores obtidos através de
hemograma, com a mesma solugdo de diluicdo (PBS) e obtidos os resultados de

microsseparagao por analisador hematoldgico automatizado.

6.1 Montagem da bancada experimental para o balanco de

massa dos microsseparadores fabricados em UA e PDMS

Depois de realizado o procedimento de caracterizacdo das dimensbes dos
microcanais dos separadores, este dispositivo foi selado e ligado ao meio externo para
realizacao de uma analise experimental preliminar de garantia de escoamento.

O aparato experimental montado no contexto do presente estudo pode ser
visualizado na na forma esquematica na Figura 6.1a. A Figura 6.1b, mostra uma foto da
bancada, a qual conta com uma bomba de seringa (New Era NE-1000), duas balancas
de precisdo M333 Bel Mark e dois notebooks para a aquisi¢cdo de dados através de um

programa desenvolvido em Python. A bomba de seringa foi setada para uma vazao
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proposta de 0,150 mL/min, para que a lei da bifurcacdo fosse satisfeita usando o

microsseparador, com 100 um de largura na bifurcacdo menor.

. . 4 ) Balancas de precisédo e
Bomba de seringa ! A notebooks

Microdispositivo

(b)

Figura 6.1: Aparato experimental na montado para o balango de massa dos
microdispositivos fabricados em UA e PDMS, (a) mostrado de forma esquemaética e (b)
mostrado na forma de foto.

O balanco de massa, calculado através da equacéo da continuidade, nos permite

encontrar a vazdo em cada canal, pois relaciona a vazdo com a massa da entrada com

a massa da saida do sistema, para o presente trabalho, a equagéo se torna:

=W,

saida do canal maior

W

entrada + Vvsal'da do canal menor (6- 1)
onde W é a vazao massica em g/s. Lembrando que:
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(p u‘A)entrada :(p UA)saida do canal maior + (p UA)saida do canal menor (6'2)

onde p é a massa especifica do fluido g/m?, u é a velocidade médiaem m/s e A é a area
da secéo transversal do canal em m?,

Sabendo a vaz&o imposta na entrada (vazdo essa que € prescrita ha bomba pelo
operador) e a vazdo massica medida nas saidas através da medida de variacdo de
massa ao longo do tempo com ajuda de uma balanca de precisédo e aquisitado pelos
notebooks.

A Figura 6.2 mostra o fluido (agua com corante verde) entrado no microdispositivo
e saindo pelo microcanal de 400 um (bifurcagédo maior) e bifurcagdo menor (100 pm)
passando através do aspirador traqueal até chegar a balanca de precisao.

O balanco de massa foi realizado tomando trés medidas de vazdo cada uma com
duracdo de uma hora, com iguais valores iniciais de vazdo imposta a bomba de seringa

de 0,150 mL/min, equivalente a 2,5.10° g/s.

Saida menor
(100 pm)

Entrada
(400 pm)
Saida maior

(400 pm) Entrada
(400 pm)

Saida maior (400 pm)

(a) (b)

Figura 6.2: Microdispositivo sendo utilizado para o balanco de massa (a) fabicado em
PDMS e (b) fabricado em UA.
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6.2 Micro-PIV

A técnica de Velocimetria por Imagem de Particula, do inglés Particule Image
Velocimetry (PIV), é uma técnica globalmente usada para a obtencdo de perfis de
velocidade de escoamentos a escala macromeétrica, sendo a aplicacdo da técnica a
escoamentos a microescala designada por micro-PIV (Lopes, 2012).

Ambas as técnicas passam pela medicdo Optica experimental do escoamento,
através de uma camera de alta velocidade (CCD ou CMOS). S&o obtidas imagens de
um plano do escoamento do fluido em estudo, que séo, posteriormente, analisadas de
modo a obter perfis de velocidade. Os campos de velocidades tridimensionais podem
ser obtidos de duas formas distintas (Raffel, 2007) (Silva G. L., 2008) (Lopes, 2012).

A aquisicdo da velocidade do escoamento é feita com recurso de medicdo do
deslocamento de particulas tracadoras num intervalo de tempo pré-estabelecido
(conhecido). Em muitos dos casos, o fluido sob estudo ndo apresenta particulas
suspensas, tendo estas de ser introduzidas, sendo escolhidas concordantes na ordem
de grandeza com o escoamento a ser estudado (Raffel, 2007) (Abreu, 2011) (Bitsch,
2005) (Lopes, 2012) (Lima R. W., 2008).

As particulas sao detectadas pela camara de alta velocidade, através de diferencas
na intensidade luminosa sob este aspecto existem duas possibilidades de iluminagéo.
Ou as particulas séo iluminadas por um feixe luminoso pulsado gerado por um sistema
laser, ou as particulas sdo simplesmente iluminadas por um sistema de iluminagéo
continuo (lampada ou luz fria) (Lopes, 2012).

No primeiro caso, as particulas tracadoras sao excitadas por um feixe laser pulsado
a uma certa frequéncia, emitindo elas proprias radiacdo, o que permite adquirir as
posicdes instantaneas de cada particula em dois pulsos de luz consecutivos. Ao saber
as posicdes das particulas, é possivel saber o deslocamento de cada uma delas no
intervalo de tempo entre dois pulsos de luz e, consequentemente, sua a velocidade. No

caso de ser iluminacdo continua, a camera capta luz proveniente do espaco ndo
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ocupado por particulas e as zonas onde néo € detectada luz correspondem, a presenca
de particulas. Neste caso, o intervalo de tempo n&o pode ser definido pela frequéncia
do feixe luminoso, sendo definido através do intervalo de aquisicdo de imagens da
camera, que indica quantas imagens séo adquiridas por intervalo de tempo (geralmente
contabilizada em frames/segundo). Apds adquiridos, os frames sdo tratados para
melhorar a sua qualidade de imagem através da subtracdo de cada par de frames da
imagem média global, fazendo com que o contraste das particulas aumente uma vez
gue s6 restara as particulas na imagem, favorecendo a identificacdo do movimento das
particulas pelo algoritmo de correlacdo, tal tratamento também reduz os pontos de
reflexdo excessiva, melhorando a imagem. De resto, o principio € 0 mesmo, ou seja,
sdo registadas as posicoes das particulas entre dois frames consecutivas para a
obtencdo do deslocamento de cada particula. Em seguida, dividindo o deslocamento de
cada particula, para a quantidade total de frames consecutivas, pelo intervalo de tempo
entre os frames, obtém-se a velocidade de cada particula (Lopes, 2012).

A aquisicao das velocidades é efetuada através da aplicagdo de um algoritmo de
correlacao (estatistica), que processa as imagens de modo a obter os deslocamentos
das particulas. Esse processo passa pela divisédo das frames em areas de analise. Em
seguida, duas frames consecutivas sao correlacionadas através de um algoritmo, que
faz corresponder um vetor deslocamento (dado pela média dos deslocamentos das
particulas presentes no interior de cada area de analise) a cada area de andlise. Ap6s
a obtencdo dos vetores de deslocamento, estes sdo divididos pela constante de tempo
(definida pelo intervalo entre pulsos ou pelo intervalo entre frames), de modo a se
adquirirem os vetores de velocidade para todas as areas de andlise, criando assim um
mapa de vetores de velocidade (Lopes, 2012).

A metodologia até aqui apresentada é comum tanto a técnica PIV, como a técnica
micro-PIV. A diferenga mais evidente entre as duas técnicas reside na forma como é

feita a iluminagc&o do escoamento (Lopes, 2012).
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Na técnica micro-PIV utiliza-se a iluminacéo por volume. Neste tipo de iluminacéo,
a espessura do plano de andlise é delimitada pela espessura focal que € menor que a
espessura do volume iluminado. Assim, todas as particulas no interior do volume sdo
iluminadas, independentemente de estarem ou ndo dentro dos limites de focagem
(Lopes, 2012).

O sistema usado para verificar o perfil de velocidade no presente estudo, localizado
no LabMEMS-COPPE-UFRJ, est4 apresentada na Figura 6.3, com o microdispositivo
fabricado em PDMS. Para o microsseparador fabricado em UA, n&o pode ser realizada

essas medidas devido a sua baixa transparéncia.

Figura 6.3: Medida do campo de velocidade utilizando o Micro-PIV no microsseparador
fabricado em PDMS.

As particulas que podem ser utilizadas no micro-PIV s&o particulas que se excitam
em torno de 610 nm, como apresentadas na Figura 6.4. Essas particulas facilitardo a

visualizagdo da separagdo e a analise do perfil de velocidades do microdispositivo
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fabricado em PDMS, pois a UA nao é transparente o suficiente para que o laser consiga
excitar a rodamina.

Figura 6.4: Particula fluorescente, rodamina b,
utilizada para medidas de velocidades no

Micro-PIV.
i ST

T Tor# il
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A Figura 6.5 apresenta uma das telas tipicas apresentadas durante a medida do

campo de velocidade para o microsseparador fabricado em PDMS.

Wiew  Aun

Cynemictudic 20154 - Diapesiied 200um 15-07 37 - B Jordara Ciepes tis A0bum 18- 07-17 dynamisl - Imads BATReHas
¢ Lo - . P
FE File  Edic analysis  Tools  Window  Help
PR ¥IE S M e LR
- ox

TR

| Record Properties [
ERsi |

4 Generl

Mame

Racard nanis

| Browsing: Image Arthmetic ($535 datasetis)

Inkecvali 10D ms Lacg 2=

N . Dl E4oft.,
[ Fos A26.804 oo 418 4508 Lmd

Figura 6.5: Tela tipica do Micro-PIV capturando a imagem das particulas de rodamina
para medir o campo de velocidade.

126



6.3 Verificagdo com material biologico

Uma forma de analisar e verificar a aplicabilidade do dispositivo fabricado foi utilizar
entdo o material bioldgico: o sangue. Em busca desse material, o qual ndo poderia ser
usado dentro do laboratério onde o estudo inicial foi desenvolvido, pois existem padrbes
para coleta, manipulacdo, armazenamento e descarte, verificou-se a possibilidade de
uma parceria com laboratério que atendesse esses requisitos éticos e tecnolégicos.
Essa colaboragdo entdo foi realizada com a Laboratério Brasileiro de Controle de
Dopagem (LBCD), o qual esta associado ao Laboratério de Apoio ao Desenvolvimento
Tecnolégico (LADETEC) da UFRJ em apoio com a Profa Luciana Pizzatti e suas alunas
Gabriela Poralla e Nicole Woldmar.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
Nacional do Cancer (INCA) com o nimero 114/04 e na Comisséo Nacional de Etica em

Pesquisa (CONEP) com numero 813/2006.

6.3.1 Coleta e preparacao de material bioldgico

O material bioldgico utilizado no presente trabalho foi coletado de doadores do sexo
feminino na faixa etaria entre 23 a 27 anos. A quantidade doada foi de 2 mL por doadora
e armazenado em um tubo de coleta apropriado contendo o anticoagulante EDTA. Apds
a coleta foi realizado um hemograma com um Analisador hematolégico automatizado
da marca Sysmex XT-2000iV (Figura 6.6) obtendo assim a quantidade de hemacias,
leucocitos, hemoglobina, plaquetas, hematdécritos, neutréfilos, lintécitos, mondcitos,
eosindfilos, basdfilos entre outros. Um dos resultados desse hemograma é mostrado na

Figura 6.7, abaixo.
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Figura 6.6: Analisador hematoldgico automatizado da marca Sysmex XT-2000iV,
pertencente ao LBCD.

WBC 3.01  [10*3/ul)
RBC 234 [10%6/ul]

MCH 248
MCHC 320 [g/dL]
PLT 59  [1073l]

ROW-SD 444 [fL]
RDW-CV 159 [%]

PDW 72 [

MPV 8.7 [
pP-LCR 108 [%]

PCT 005 [%]
NEUT 143 [1073AL]
LYMPH 101 [10%3/ul]
MONO 032 [1073/uL]
EO 026 [10*3ul]
BASO 179 [10%3/ul]
RET 473 [%] ¢
IRF 484  [%]
LFR 516 [%]
MFR 3zt [%]
HFR 1.3 1%

Figura 6.7: Resultado do hemograma do sangue total, gerado pelo analisador
Sysmex XT-2000iV.

De posse dos valores de hematdcritos, foi entdo realizada uma diluicéo de 5%, 10%
e 16% de hemécias com PBS (fosfato-salino ou phosphate buffered saline) o qual € uma
solucdo tamp&o comumente utilizada em Bioquimica. E uma solucédo salina, contendo
cloreto de sédio, fosfato de sddio e, em algumas formulaces, cloreto de potassio e
fosfato de potéssio.

Ap6s calcular a quantidade de sangue e PBS necessario para realizar as diluicdes,
foi entdo preparada a amostra contendo as diluicdes e quantidade final de amostra, essa
preparacao é mostrada na Figura 6.8 (a) e (b).
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(b)
Figura 6.8: (a) Pipetando o sangue total e (b) adicionando o material biolégico ao tubo
contendo PBS na quantidade previamente calculada.
A amostra ja pronta para ser aplicada no microsseparador € mostrada na Figura 6.9

nas concentracdes de 5%, 10% e 16% de hematdcritos, baseado no resultado do

hemograma completo obtido pelo analisador hematolégico.

Figura 6.9: Amostras ja diluidas armazenadas em tubo tipo falcon e com as
procentagens de hematdcritos identificadas em 5%, 10% e 16%.

De posse das amostras preparadas, foi entdo arrumada a bancada experimental
para que o material biolégico fosse separado. A bancada experimental continha uma

bomba de seringa setada numa vaz&o de 0,150 mL/min, ums seringa de 10 mL com

129



didmetro interno de 16 mm, microsseparador, apoio para o dispositivo e para 0s
microtubos de 2 mL onde foram coletadas as separagbes, mostrada de forma
esquemadtica na Figura 6.10a e a montagem da bancada prorpiamente dita ha Figura

6.10b.

5% 0 o
P oae
(b)

Figura 6.10: Bancada experimental para a microsseparacao do material biolégico
diluido, (a) desenho esquematico e (b) a bancada em si.

Durante a microsseparacao foi observada a separacdo entre as heméacias e plasma

no canal menor, como esta destacado na Figura 6.11.
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Figura 6.11: Separacéo entre hemacias e plasma podendo ser observada na saida do
canal menor.

Ap0s entdo a microsseparacgao, obteve-se nos microtubos os materiais separados,

como mostrados na Figura 6.12.

Figura 6.12: Resultado da microsseparacdo de sangue humano para 5% de
hematdcritos.

Esse material separado foi levado novamente ao analisador hematologico para
guantizar as particulas separadas em ambas as saidas para posteriormente quantitificar

a sua eficiéncia (n) pelo calculo mostrado na Equagao 3.23.

6.4 Uso do microdispositivo em sangue canino

O microdispositivo desenvolvido no presente estudo também foi utilizado para
microsseparar sangue canino. Foram coletadas amostras de sangue de uma fémea Shih

tzu de 4 anos e armazenado dentro de um frasco que continha o anticoagulante EDTA.
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Posteriormente foram seguidos os mesmos procedimentos realizados em amostras de
sangue humano. Ap6s a coleta, as amostras foram levadas a um analisador
hematoldgico automatizado para obter os parametros de glébulos vermelhos, globulos
brancos, plaquetas e demais componentes do sangue canino. O hemograma realizado

na amostra de sangue da fémea Shih tzu est4 apresentado na Figura 6.13.

Préximo ID

1094

RDm@z X O

Figura 6.13: Resultado do hemograma do sangue canino de uma fémea da raga Shih
tzu de 4 anos de idade.

O sangue obtido foi diluido com solu¢éo de PBS, assim como foi realizado com
sangue humano, para preparar amostras de sangue no nivel desejado de hematdcrito,
ou seja, 10%.

Os microsseparadores usados foram fabricados em PDMS e UA, assim como 0s
utilizados para sua verificagdo com sangue humano. Essa fase da pesquisa foi
desenvolvida em duas partes, ambas utilizando microsseparadores fabricados em UA e
PDMS, com 3 repeticbes de 2 mL. A primeira consistia em utilizar microsseparadores
de 400 um de entrada e na bifurcacdo maior, 100 um de largura na bifurcagdo menor e
50 um de altura padréo com tempo de residéncia de 0,081 s com vazéo de 0,150 mL/min
(2,5.10° m¥s). Na segunda etapa, foi mantido o tempo de residéncia, mas foi alterado

o microdispositivo utilizado, com vazéo de 0,128 mL/min (2,14.10° m3/s) e um volume

132



na entrada de 400 um menor, cujo dispositivo apresenta barreiras na entrada,
apresentado na Figura 3.7.

A bancada experimental montada para essa analise de eficiéncia do
microdispositivo fabricado em PDMS e UA, aplicado a sangue canino é mostrada na
Figura 6.14, os mesmos equipamentos utilizados com amostras de material biolégico

humano, mostrada esquematicamente na Figura 6.10a.

Figura 6.14: Bancada experimental montada para sangue canino.

A visualizacdo da diferenca de separagdo ocorrida entre os microdispositivos
fabricados em PDMS e UA mesmo tempo de residéncia, porém diferentes vazdes

podem ser verificadas na Figura 6.15.

Figura 6.15: Resultado da separacédo entre microdispositivos fabricados em UA e
PDMS.
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Todas as amostras utilizadas no presente estudo, sangue humano e sangue canino,
foram colhidas dos doadores momentos antes do experimento, armazenada em tubos
que continham anticoagulate EDTA, analisadas com analisador hematolégico
automatizado, diluidas com base na quantidade de hematdcritos usando a mesma

solucdo salina (PBS), para assim garantir que componentes ou equipamentos

pudessem influenciar os resultados.
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Capitulo 7

7. RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo sdo apresentados os resultados do estudo tedrico realizado
com a ferramenta computacional COMSOL para os diferentes angulos entre os
microcanais bifurcados, a simulacdo para o microdispositivo projeto e também com as
geometrias obtidas apés a fabricacdo com os polimeros UA e PDMS, para posterior
comparacédo entre os valores de velocidade média, pressao e eficiéncia de separacao.

Na parte experimental sdo apresentados os valores perfil de velocidade para o
microsseparador fabricado em PDMS, balanco de massa para os microsseparadores

fabricados em PDMS e UA, microsseparagdo com sangue humano e canino.

7.1 Resultado Teorico

Depois de realizada a andlise de convergéncia pode-se entdo passar para a analise
fisica da simulacdo computacional do escoamento no microsseparador. Para isso foi
usada a malha 5 (Tabela 4.3) para calcular os valores de velocidade e pressao, visto
gue a diferenca entre ela e a malha 6 apresenta um elevado tempo computacional e ndo
resultando em grande erro entre os valores obtidos no estudo em ambos studys, mas
principalmente as duas se encontram convergidas.

Utilizando a malha 5, a qual estava ja refinada para o presente estudo, foi entdo
verificado o quanto o angulo entre as bifurcagcdes pode influenciar na eficiéncia de
separacdo. Os angulos estudados foram: 5°, 10° a 40°, 45°, 50° a 90°, como mostrado
na Figura 4.7.

Para este estudo de eficiéncia de separacéo, foi usado como base uma quantidade

de 4,5.10° de hemécias por microlitro de sangue total o qual corresponde
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aproximadamente 42% de hematdécritos. O escoamento ndo foi estudado com 100% de
hematdcritos, pois isso seria 0 sangue somente em sua parte sélida. Esse dado foi
retirado da literatura, o qual se baseou em dados de hemogramas de 20 homens e 20
mulheres com idade entre 20 a 40 anos de idade (Renato Failace, 2015). Com base
em dados da literatura, chegou-se a quantidade de que 0,54.10° hemécias por microlitro
para 5% de diluicdo; 1,07.10° hemécias por microlitro para a diluicdo de 10% e 1,71.10°
hemacias por microlitrara a diluicdo de 16%. Esses dados foram inseridos no COMSOL
quando realizado o “study” do escoamento com particulas, inserido também a densidade
do sangue (1060 kg/m?) e viscosidade sanguinea (0,04 Pa.s), dados apresentados na
Tabela 4.2.

Com as diferentes angulagfes entre os canais bifurcados, a eficiéncia de separacéo
aumentava a medida que o angulo também aumentava, apresentando a maior eficiéncia
para o angulo de 90°. Isso pode ser observado na Figura 7.1 para as diluicdes de 5%,
10% e 16% e angulos variando entre 5°, 10° a 40°, 45°, 50° a 90°. Para todos essses
angulos a vazéo de entrada foi de 0,150 mL/min e a eficiéncia de separacdao foi calculada
utilizando a Equacédo 3.18. A medida que o angulo entre as bifurcagbes diminui o
gradiente de pressao vem a sofrer um aumento. Isso implica que a particula tende a se
mover para a bifurcacdo com menor didmetro hidraulico, em vez de entrar no canal de
maior vazao (Zoltan Fekete, et al., 2011) fazendo assim baixar sua eficiéncia. A Tabela
apresentada no apéndice 1, mostra os valores de velocidade, vazdo e pressao
verificados para cada angulo estudado, com um numero fixo de particulas (5% de
hematdcritos) e trés diferentes velocidades médias de entrada: 0,0625 m/s, 0,125 m/s e
0,25 m/s. Nesta Tabela apresentada no apéndice 1, podemos verificar que quanto
menor o angulo entre os canais bifurcados, 0 aumento do gradiente de presséo se
confirma, como observado na Figura 7.2.

Essa variacdo da pressdo, mostrado na Figura 7.2, ndo depende da velocidade de

entrada, apenas do angulo formado entre os canais e saida.
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Figura 7.1: Eficiéncia de separacéo relacionado com os angulos entre os canais
bifurcados e porcentagem de diluicdo da amostra com base na quantidade de
hematdcritos.
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Figura 7.2: Variacdo da pressao, em Pa, entre o canal de entrada e o canal de saida

de maior didmetro hidradlico, ou seja, saida da bif. maior.

Uma andlise da velocidade média na entrada também foi estudada teoricamente.

Foi fixado o &ngulo de 90°, pois mostrou-se a mais eficiente, com a uma solucéo de 5%

de hematdcritos, pois simula-se com uma quantidade menor de particulas e assim

diminuindo o tempo computacional e variada a velocidade média de entrada em 3

valores: 0,0625 m/s, 0,125 m/s e 0,25 m/s. Os valores estédo apresentados graficamente

na Figura 7.3 e na Tabela 7.1. Esses dados mostram que se dimunirmos muito a
velocidade, sua eficiéncia é afetada e o contrario também é verdadeiro.
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Tabela 7.1: Valores de eficiéncia de separacdo com o angulo de 90° e 5% de
hematdcritos variando a velociade média de entrada.

Velocidade média de entrada (m/s) | Eficiéncia se separacao (%)
0,0625 87
0,125 91

0,25 89,9
g 91.0
<)
uTs
O 90.5
i
@
0. 90.0
[
n
@ 895
T
©
'S 89.0
c
@
a B88.5
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w

0.10 0.15 0.20 0.25
Velocidade (m/s)

Figura 7.3: Eficiéncia de separa¢do com angulo de 90°, 5% de hematdcritos e variagéo
da velocidade média de entrada.

Os microsseparadores que foram fabricados com UA e PDMS, apresentaram uma
pequena diferenca com as dimensdes projetadas e para o molde em PMMA. Essas
novas dimensdes foram levadas em consideracao e também foram simuladas utilizando
0 COMSOL, com a média de suas larguras obtidas na leitura 3D. Primeiramente foi
gerada a malha com um numero de elementos de 32163426 para 0 microsseparador
fabricado em UA (Figura 7.4) e de 35143979 para o microsseparador fabricado em
PDMS (Figura 7.5). Esses microdispositivos, que foram apresentados detalhadamente
no capitulo anterior, os seus valores de velocidade e presséo estdo apresentados nas
Tabelas 7.2 e Tabela 7.3, considerando o sangue como fluido, analisados nos pontos
assinalados na Figura 4.12, cujos pontos ja foram analisados previamente para as
dimensdes projetadas no AutoCad. Os valores apresentados nas Tabelas 7.2 e 7.3
tiveram como dados de entrada os valores apresentados na Tabela 4.2: Propriedades

e dados de entrada dos fluidos no sistema para estudo teorico.
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h =45 pm
111,36 pm

411 pm

Figura 7.4: Estudo tedrico as dimensdes do para o microsseparador fabricado em UA.

Tabela 7.2: Valores de velocidade média, vazao, pressao nos pontos ( —-0,01) mm < x
<0,fmme 0,01 mm <y <0,4 mm e z=0,025 mm e Re encontrados no estudo tedrico
para as dimensdes do microdispositivo fabricado com UA, utilizando o sangue como

fluido.
Velocidade Vazdo Pressao Re
(m/s) (mL/min) (Pa)
Entrada 0,174 0,170 1592,2 0,34
B. Maior 0,170 0,203 1431,6 0,40
B. Menor 0,032 0,010 1530,8 0,06
h =45 um
100 pm
406pm

Figura 7.5: Estudo tedrico para as dimensdes do microsseparador com fabricado em
PDMS.
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Tabela 7.3: Valores de velocidade média, vazao, pressao nos pontos ( —-0,01) mm < x
<0,fmme 0,01 mm <y =<0,4 mm e z=0,025 mm e Re encontrados no estudo tedrico
para as dimensfes do microdispositivo fabricado com PDMS, utilizando sangue como

fluido.
Velocidade Vazao Pressao Re
(m/s) (mL/min) (Pa)
Entrada 0,176 0,207 1596,7 0,40
B. Maior 0,1723 0,208 1435,0 0,40
B. Menor 0,029 9.10°3 1514,1 0,05

As comparac@es entre o estudo tedrico para os valores de velocidade e pressao
para o microdispositivo projetado, microdispositivos fabricados com polimeros levando
em consideracdo as novas geometrias, estdo apresentados na Tabela 7.4 e

representados graficamente na Figura 7.6 para os valores de velocidade (m/s) e Figura

7.7 para os valores de perda de carga (Pa).

Tabela 7.4: Valores de velocidade e pressao para o microdispisitivo projetado, novas
dimensdes dos microsseparadores fabricados em PDMS e UA.

Projetado Fabricado em PDMS Fabricado em UA

Microcanais V (m/s) Pressdo V (m/s) Pressdo | V (m/s) Pressdo
(Pa) (Pa) (Pa)

Entrada 0,179 1300,0 0,176 1596,7 0,174 1592,2

Bif. Maior 0,176 1195,6 0,1723 1435,0 0,170 1431,6

Bif. Menor 0,026 1262,5 0,029 1514,1 0,032 1530,8

0.20

Velocidade (m/s)
e o
= &

o
o
4]

[ Projetado

" Fabricado em UA

v || [ omered

G0 Microcanal [ Fabricado em PDMS
Figura 7.6: Valores de velocidade para os microcanais projetados, fabricados em UA e
PDMS.
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Figura 7.7: Valores de pressédo para 0s microcanais projetados, fabricados em UA e
PDMS.

Utilizando a Equacdo 3.15, as geometrias obtidas dos microsseparadores
fabricados com os polimeros, mostram que a propor¢éo das vazées do microdispositivos
em UA ficou em 52,7:1 e em PDMS 45,3:1.

Como sabemos o valor da vazado, diametro hidraulico de cada microcanal e sua
velocidade média, podemos calcular o comprimento da entrada hidrodinamica, o qual é
0 comprimento necessario para o fluxo se desenvolver, ou seja, depois deste
comprimento a velocidade para variar com a direcdo principal do escoamento.
Considerando o escoamento como laminar devido ao calculo do nimero de Reynolds,
o0 comprimento da regido de entrada hidrodindmica pode ser estimado pela seguinte

correlacéo de duto de secéo retangular (Robert W.Fox, 2001) para Re menor de 2300:
L, =0,054 x Re x Dy (7.1)

onde Ly é o comprimento da entrada hidrodinamica, Re é o nimero de Reynolds e Dy é
o diametro hidraulico, cujo resultado estd apresentado na Tabela 7.5 para o

microsseparador fabricado em UA e Tabela 7.6 para o microsseparador fabricado em

PDMS.
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Tabela 7.5: Calculo do comprimento da entrada hidrodindmica para o microsseparador
fabricado em UA, sem barreiras.

Pontos Velocidade (m/s) Re Duiari (Lm) Lh (um)

Entrada 0,174 0,34 72,90 1,33
Bif. Maior 0,170 0,40 88,03 1,90
Bif. Menor 0,032 0,06 68,16 0,22

Tabela 7.6: Calculo do comprimento da entrada hidrodindmica para o microsseparador
fabricado em PDMS, sem barreiras.

Pontos Velocidade (m/s) Re Dhiiar (M) Lh (um)

Entrada 0,176 0,40 86,24 1,86
Bif. Maior 0,172 0,40 88,48 1,91
Bif. Menor 0,029 0,05 66,67 0,18

Ap6s a fabricacdo, as dimensdes obtidas foram levadas em consideracdo e

voltando a etapa de estudo tedrico, foram simuladas. Com os valores apresentados

podemos notar que essas novas dimensdes nao afetam substancialmente os valores de

velocidade média do canal e presséo.

7.2 Resultados da Fabricag&o dos Microcanais

7.2.1 Molde em PMMA

Obtido o molde faricado em PMMA com a microfresa, vem entdo a etapa de

caracterizacdo geométrica. Apos realizadas de 3 a 5 medidas nos pontos pré-

determinados ao longo do microsseparador como mostrado na Figura 5,14, medidas de

largura (Tabelas 7.7) e profundidade obtidas por visualizacdo 3D (Tabela 7.8) foram

realizadas no molde fabricado em PMMA e usados para calcular média e desvio padréao

(0).
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Tabela 7.7: Medidas de largura realizadas no molde em PMMA na entrada, bif. maior e
bif. menor, comparando com as medidas apresentadas na Tabela 5.2.

Medida Entrada Bif. Maior Bif. Menor
(400 pm) (400 pm) (100 pm)
1 404,5 385,2 111,6
2 404,5 385,2 111,6
3 399,9 385,2 109,0
4 400,7 385,2 110,9
5 399,6 385,2 110,3
6 404,9 385,2 111,5
7 404,1 384,8 111,6
8 403,7 384,8 109,4
9 403,7 384,8 109,4
10 399,9 384,8 110,9
Média 402,55 385,04 110,62
o 2,22 0,21 1,03
Diferenca com a 2,55 14,96 10,62
projetada (um)

Tabela 7.8: Medidas de profundidade realizadas no molde em PMMA na entrada, bif.
maior e bif. menor, comparando com as medidas apresentadas na Tabela 5.2.

Medida Entrada Bif. Maior Bif. Menor
(50 um) (50 um) (50 um)
1 48,4 46,3 50,9
2 45,6 46,3 50,9
3 43,7 46,3 50,9
4 43,5 46,3 50,9
5 43,5 46,3 50,9
6 43,5 46,3 50,9
7 45,8 46,3 50,9
8 45,8 46,3 50,9
9 45,8 46,3 50,9
10 44,9 46,3 50,9
Média 45,05 46,3 50,9
o 1,57 0 0
lee.renga coma 4,95 3.70 0,90
projetada (um)

Essas diferencas apresentadas se deve ao fato de que a fabricacdo do molde

apresentar algum erro ao fazer o refinamento da peca no final do processo.
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7.2.2 Microdispositivo fabricado em UA

Com a etapa da fotolitografia concluida, veio a caracterizacdo geometrica do
microcanal obtido apdés a lavagem. As medidas das dimensfes de largura foram
realizadas ao longo de todo microsseparador, como pontos coincidentes ao do molde
fabricado em PMMA. As Figura 7.8abc (apenas exemplos de um dos pontos mais
proximos da regido de bifurcacéo), mostram exemplos de medidas realizadas na largura
de um dos pontos apresentados para a entrada, bifurcagdo maior e bifurcagdo menor,
respectivamente. De posse dos valores das medidas de larguras em todos os
microcanais, foi montada a Tabela 7.9 e calculada a média e desvio padréo, assim como

realizado para a caracterizagdo do molde.

Média: 411 pm
0:2,09

Média: 403,7 um Média: 111,36 um
o0:1,64 0:3,01

Figura 7.8: Medidas de largura do microsseparador em UA: (a) entrada de 400 um, (b)
bif. maior de 400 um (saida de céluas) e (c) bif. menor de 100 um (saida de plasma)
guais sdo apresentadas na Tabela 3.2.
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Com os resultados apresentados na Tabela 7.9, encontrou-se uma dimensdo média
de largura para entrada de 411 ym, para a saida menor de 111,36 ym e saida maior de
403,7 ym com desvio padrédo, de 2,09 uym; 3,0luym e 1,64 pm respectivamente. As
diferencas das medidas obtidas entre o projetado e o0s microsseparadores
confeccionados com molde de PMMA foram de 11 pym para a entrada; 3,7 ym para a
saida maior e 11,36 ym para a saida menor. Essas diferencas encontradas séo
justificadas pela dificuldade de encontrar o zero da ferramenta da microfresa, ou seja,
de posicionar a fresa de pequena dimenséo, 50 um, sobre a superficie faceada da placa
em acrilico, o qual é transparente, dificultando seu posicionamento e um somatorio a
esse erro, pode ser 0 mau posicionamento das linhas de medidas no microscépio Hirox

e uma baixa temperatura da UA quando depositada no molde.

Tabela 7.9: Resultado das medic¢des de largura do microdispositivo fabricado em UA,
como apresentado na Tabela 3.2, com a média e desvio padrao (o).

Medida Entrada Bif. Maior Bif. Menor
(400 pum) (400 pum) (100 pum)
1 412 403 115,90
2 411 401 113,19
3 414 403 114,27
4 413 405 114,27
5 411 404 111,02
6 412 404 107,23
7 407 406 114,27
8 408 406 111,02
9 409 403 103,98
10 411 402 108,52
Média 411 403,7 111,36
o 2,09 1,64 3,01
lee.renga coma 11 37 1136
projetada (um)

Uma comparacdo entre as dimensfes das larguras dos microcanais projeto no
AutoCad e o molde fabricado pela microfresa e o moldado em UA s&o apresentados na

Tabela 7.10.
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Tabela 7.10: Comparacao da largura da entrada para o microdispositivo projetado em
AutoCad, fabricado em PMMA e moldado em UA.

Largura Projetada Largura medida Largura medida no
no Molde PMMA dispositivo em UA
Entrada (400 pum) 402,55+2,22 411,0+2,9
Bif. Maior (400 um) 385,04+0,21 403,7+1,64
Bif. Menor (100 um) 110,65+1,03 111,36+3,01

Essa diferenca entre os resultados de altura entre o medido e do projetado se deve
ao fato da viscosidade do fotopolimero UA, manuseio do microscopio para as medi¢des
e elevacdes no molde.

Para medicao da profundidade dos canais foi necessario gerar uma imagem em 3D
no software do Hirox Digital Microscope dos canais do microsseparador fabricado com
o polimero UA, como mostradas nas Figuras 5.30 a 5.32, onde o plano em amarelo
representa a se¢do do canal onde seréa extraido o perfil tridimensional.

O resultando na disparidade de 10,27 uym para a entrada; 0,63 uym para a saida
maior e 0,92 uym para a saida menor. Como visto na Tabela 7.11 abaixo, para 0s
resultados de profundidade encontrou-se uma média para entrada de 39,73 ym, para a
saida menor de 49,08 ym e saida maior de 49,37 uym com desvio padréo

respectivamente, de 1,62 ym; 2,96 uym; e zero.

Tabela 7.11: Medidas de profundidade no microsseparador projetado, apresentado na
Tabela 3.2, média e desvio padréo (o) calculados para o microdispositivo em UA.

Medida Entrada Saida Maior Saida Menor
(50 um) (50 um) (50 um)
1 40,46 49,37 51,26
2 40,46 49,37 51,26
3 40,46 49,37 51,26
4 40,46 49,37 51,26
5 40,46 49,37 51,26
6 40,46 49,37 51,26
7 40,46 49,37 49,00
8 40,46 49,37 45,99
9 38,36 49,37 44,83
10 35,24 49,37 43,45
Média 39,73 49,37 49,08
o 1,62 0 2,96
lee.renca coma 10,27 0,63 0,92
projetada (um)
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Uma comparacao entre as dimensdes de altura na entrada entre o microdispositivo
projeto no AutoCad e o molde fabricado pela microfresa e o moldado em UA, séo

apresentados na Tabela 7.12.

Tabela 7.12: Comparacao da largura para o microdispositivo projetado em AutoCad,
fabricado em PMMA e moldado em UA.

Altura Projetada Altura medida Altura medida no
no molde PMMA dispositivo em UA
Entrada (50 um) 45,05+1,57 39,73+1,62
Bif. Maior (50 um) 46,3+0 49,3740
Bif. Menor (50 um) 50,9+0 49,08+2,96

Diante das novas dimensdes apresentados apés a fotolitografia, novos valores de
diametro hidraulico, resisténcia hidraulica, vazao, velocidade do fluido no canal e

namero de Reynolds séo calculados e apresentados na Tabela 7.13.

Tabela 7.13: Novos valores de didmetro hidraulico, resisténcia hidraulica, vazao,
velocidade e nimero de Re para os microsseparadores fabricados com a UA, usando
como base os valores apresentados nas Tabelas 7.11 e 7.13.

ucanal Largura Compr. Altura Q Du Ridrl. \' Re
(um) (mm) (um) (mL/min) | (um) | (Pa.s/m?) | (m/s)
Entrada 411+2,1 10 39,7+1,7 0,150 72,90 1,96.10% 0,153 0,29
B. maior 403,7+1,6 2 49,410 0,146 88,03 2,14.10% 0,122 0,28
B. menor 111,443 20 49,143 0,004 68,16 1,01.10% 0,012 0,022

7.2.3 Microdispositivo fabricado em PDMS

De posse dos microcanais fabricados em PDMS, os valores das medidas de
larguras obtidas no microscopio 3D. A Tabela 7.14 mostra os valores de 10 pontos
medidos ao longo do dispositivo, calculo da média e desvio padrdo, assim como
realizado para a caracterizacado do molde em acrilico e do microdispositivo fabricado em

UA.
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Tabela 7.14: Resultado das medic¢des de largura do microdispositivo fabricado em
PDMS, como apresentado na Tabela 3.2, com a média e desvio padrao (o) calculados.

Medida Entrada Bif. Maior Bif. Menor
(400 pum) (400 um) (100 pm)
1 404 405 98
2 401 408 98
3 410 403 98
4 408 410 94
5 408 410 99
6 405 409 102
7 409 404 102
8 407 402 101
9 405 407 105
10 405 405 103
Média 406,2 406,3 100
o 2,7 2,9 3,2
lee.ren;a coma 6,2 6.3 0
projetada (um)

Com os resultados apresentados na Tabela 7.15, encontrou-se uma dimensao
média de largura para entrada de 406,2 um, para a saida menor de 100 um e saida
maior de 406,3 um com desvio padréo, de 2,6998 um; 2,9078 um respectivamente. As
diferencas das medidas obtidas entre o projetado e o0s microsseparadores
confeccionados com molde de PMMA foram de 6,2 um para a entrada; 6,3 ym para a
saida maior. As diferengas encontradas sao justificadas pela dificuldade encontrada no
momento da microusinagem, ou seja, de posicionar a fresa de pequena dimenséao, 50
pum, sobre a superficie faceada da placa em acrilico, o qual é transparente, dificultando
seu posicionamento e um somatoério a esse erro, pode ser 0 mau posicionamento das
linhas de medidas no microscopio Hirox.

Uma comparacgdo entre as dimensdes das larguras dos microcanais projeto no
AutoCad, o molde fabricado pela microfresa e o moldado em PDMS, séo apresentados

na Tabela 7.15 para a largura da entrada.
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Tabela 7.15: Comparacao da largura para o microdispositivo projetado em AutoCad,
fabricado em PMMA e moldado em PDMS.

Largura Projetada no Largura do molde Largura do
AutoCad fabricado em PMMA microdispositivo em PDMS
Entrada (400 um) 402,55+2,2 406,212,7
Bif. Maior (400 pum) 385,04+0,2 406,3+2,9
Bif. Menor (100 um) 110,65+1,0 10043,2

Para medicao da profundidade dos canais foi necessario gerar uma imagem em 3D
no software do Hirox Digital Microscope dos canais do microsseparador fabricado em
PDMS,assim como foi realizado para o molde e o dispositivo em UA, como mostradas
nas Figuras 5.50 a 5.52, onde o plano em amarelo representa a se¢cado do canal onde
sera extraido o perfil tridimensional.

Essa diferenca entre os resultados de altura entre o medido utilizando o Hirox e do
projetado se deve ao fato de uma dificuldade no manuseio do microscépio para as
medicdes e elevagbes no microdispositivo fabricado em PDMS devido a sua
transparéncia. Como visto na Tabela 7.16 abaixo, para os resultados de profundidade
encontrou-se uma meédia para entrada de 48,423 um, para a saida menor de 51,51 ym
e saida maior de 49,65 um com desvio padrédo de 5,71 um, 1,8969 um e zero,

respectivamente.

Tabela 7.16: Medidas de profundidade no microsseparador projetado, apresentado na
Tabela 3.2, média e desvio padrdo (o) calculados para o microdispositivo em PDMS.

Medida Entrada Saida Maior Saida Menor
(50 um) (50 um) (50 um)
1 51,12 49,65 52,39
2 51,12 49,65 52,39
3 51,12 49,65 52,39
4 51,12 49,65 52,39
5 51,12 49,65 52,39
6 51,12 49,65 52,39
7 51,12 49,65 52,39
8 51,12 49,65 52,39
9 36,52 49,65 48,83
10 38,75 49,65 47,15
Média 48,423 49,65 51,51
o 5,7 0 1,9
lee.renca coma 1577 0,35 151
projetada (um)
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Uma comparacao entre as dimensdes de altura na entrada entre o microdispositivo
projeto no AutoCad, o molde fabricado pela microfresa e o0 moldado em PDMS, séo

apresentados na Tabela 7.17.

Tabela 7.17: Comparacao da largura para o microdispositivo projetado em AutoCad,
fabricado em PMMA e moldado em PDMS.

Altura Projetada Altura medida Altura medida no
(50 um) no molde PMMA dispositivo em UA
Entrada 45,05+1,6 48,423+1,577

Bif. Maior 46,3+0 49,6510
Bif. Menor 45,05+1,6 51,51+1,9

Diante das novas dimensfes apresentados apds a fotolitografia e obtidas pelo
microscépio 3D, novos valores de didmetro hidraulico, resisténcia hidraulica, vazéo,
velocidade do fluido no canal e nimero de Reynolds sdo calculados e apresentados na

Tabela 7.18.

Tabela 7.18: Novos valores de diametro hidraulico, resisténcia hidraulica, vazao,
velocidade e nimero de Re para os microsseparadores fabricados com PDMS,
usando como base os valores apresentados nas Tabelas 5.11 e 5.13.

ucanal Largura | Compr. Altura Q Du Ruidrl. Vv Re
(um) (mm) (um) | (mL/min) | (um) | (Pa.s/m’) | (m/s)
Entrada 406,213 10 48,24+1,6 0,150 86,24 1,1.10* 0,127 0,29
B. Maior 406,313 2 49,6510 0,146 88,48 2,1.108® 0,120 0,28
B. Menor 100+0 20 51,51+2 0,004 66,67 1,04.10*> 0,013 0,03

Um dos modos apropriados para comparar as dimensdes dos microcanais obtidos

entre os polimeros UA e PDMS com as dimens@es do molde fabricado em PMMA para
a largura do microcanal da entrada, bifurcacdo maior e bifurcacdo menor estdo
apresentadas comparativamente na Tabela 7.19 e nas Figuras 7.9 a 7.11,

respectivamente.
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Tabela 7.19: Comparacéo da largura do microdispositivo projetado em AutoCad,

fabricado em PMMA e moldado em UA e PDMS.

Dispositivo em

Lagura Projetada Molde PMMA Dispositivo em UA PDMS

Entrada (400 um) 402,55+2,22 411,0+2,1 406,2+2,7
Bif. Maior (400 um) 385,04+0,21 403,7+1,6 406,3+2,9
Bif. Menor (100 um) 110,65+1,03 111,36+3,0 100+3,2
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Figura 7.9: Grafico com as medidas de largura no microcanal de entrada comparativas
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Figura 7.11: Gréafico com as medidas de largura no microcanal da bifurcacdo menor
comparativas entre o molde fabricado em PMMA e os microcanal de entrada fabricado
em UA e PDMS por fotolitografia.

Do mesmo modo, a altura dos microdispositivos podem ser comparadas entre o
molde em PMMA e a fabricagdo com os polimeros UA e PDMS para a entrada,

bifurcagdo maior e bifurcacdo menor comparativamente na Tabela 7.20 e apresentadas

na Figura 7.12 a 7.14, respectivamente.

Tabela 7.20: Comparacao da altura do microdispositivo projetado em AutoCad,
fabricado em PMMA e moldado em UA e PDMS.

Altura

Projetada Molde PMMA Dispositivo em UA Dispositivo em PDMS
(50 um)
Entrada 45,05+1,6 39,73+1,6 48,24+5,7

Bif. Maior 46,340 49,3740 49,6510

Bif. Menor 50,9+0 49,0813 51,51+2

152




I

0 - Materiais :

Figura 7.12: Medidas de profundidade no microcanal de entrada comparativas entre o
molde fabricado em PMMA e o microdispositivo fabricado em UA e PDMS.
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Figura 7.13: Medidas de profundidade no microcanal da bifurcacdo maior
comparativas entre o molde fabricado em PMMA e o microdispositivo fabricado em UA
e PDMS.
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Figura 7.14: Medidas de profundidade no microcanal da bifurcacdo menor
comparativas entre o molde fabricado em PMMA e o microdispositivo fabricado em UA
e PDMS.
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Dados os resulados da caracterizacdo geométrica de altura e largura realizadas no
molde em PMMA, microdispositivo em UA e microdispositivo em PDMS, nota-se uma
pequena discrepancia entre os valores obridos. Isso se deve ao fato de ndo conseguir
obter sempre os mesmos pontos ho momento da localizacéo deste no Hirox e também
a viscosidade dos polimeros. Por mais que a UA foi aquecida para que essa
caracteristica fosse minimizada, em determinados pontos esse polimero de baixo custo
se mostrou ainda um pouco mais afetado mas néo trazendo grandes discrepancias na
média; mostrando assim que no requisito dimensdo ela pode ser aplicada
satisfatoriamente.

Com esses novos valores calulando novamente valores de velocidade média nos
canais, diametro hidrualico, resisténcia hidradlica, vazdo e nimero de Reynolds para
verificar a diferenca entre o projeto inicial e o que foi obtido apés a fabricacdo com
ambos os polimeros, os valores se diferenciam. Mas o estudo tedrico mostra que isso
nao fara uma grande diferenca no objetivo final, pois os valores de desvio padrdo nao

sao de grande ordem de grandeza.

7.3 Resultados Experimentais

7.3.1 Micro-PIV aplicado ao microdispositivo fabricado em PDMS

A técnica de velocimetria por imagem de particulas da Dantec Dynamics foi
empregada para se obter o campo de velocidade do escoamento no interior do
microsseparador. Uma camera de alta resolucéo e alta velocidade com sensor CMOS
(SpeedSense M110 com resolucdo maxima de 1280 x 800 pixels, 12 bit de profundidade
de pixel, taxa de aquisi¢cdo de 1630 fps) e uma fonte continua de luz de laser verde (532
nm, RayPower 2000), foram adaptados ao microscépio invertido (Leica Microsystems,
modelo DM-IL-M-LED) para iluminar e visualizar o escoamento utilizando uma lente de
ampliacdo de 20x. Particulas tragadoras de Rodamina (PMMA-Rhodamine B-Particles

de didmetro médio de 1 um) foram diluidas em solugdo com 4gua deionizada e injetadas
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no microsseparador através de uma seringa com capacidade de 10 mL. Uma bomba de
seringa (a mesma utilizada para os estudos de balanco de massa e verificacdo
sanguinea) promoveu o deslocamento do émbolo da seringa contendo o fluido de
trabalho (dgua deionizada e particulas tracadoras), para a vazao desejada. Aplicando-
se a vazdo de 0,150 mL/min, 5000 frames consecutivos do escoamento foram
capturados, a uma frequéncia de aquisicdo de 4000 Hz, cuja imagem pode ser

visualizada na Figura 7.15.
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Figura 7.15: Campo de velocidade resultante para a vazdo de Q=0,150 mL/min.

As imagens foram tratadas para melhorar sua qualidade e posteriormente essas
foram processadas utilizando um algoritmo de correlagéo cruzada adaptativa, que divide
cada imagem em janelas de interrogacdo medindo 32 x 32 pixels e com uma
sobreposicdo de janelas de 50%, gerando os campos de velocidade instantaneos. A
média dos 5000 campos de velocidade instantdneos resultou no campo de velocidade
médio apresentado na Figura 7.16a para o microcanal de entrada e microcanal da

bifurcacdo maior do dispositivo préximo a bifurcagéo e Figura 7.16b para o microcanal
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de bifurcacdo menor também proximo a bifurcacdo. O erro associado a essa medida

experimental realizada gira em torno de 5%.
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Figura 7.16: Perfil de velocidade (a) para a entrada e bifurcagéo maior e (b) bifurcacéo
menor proximos a bifurcagcdo dos canais do microdispositivos.

7.3.2 Balanco de massa para os microsseparadores fabricados com os
polimeros UA e PDMS

ApOs aquisitar os valores de vazao massica durante uma hora, trés vezes, foi entao
realizada uma média dos valores e calculado seu desvio padréo tanto para o dispositivo

fabricado em UA como para o dispositivo fabricado em PDMS. Foi entéo realizada uma
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transformacéo de medidas de vaz&o massica para vazao volumétrica, calculado média,
desvio padrdo, velocidade e numero de Reynolds, cujos valores estao apresentados na

Tabela 7.21, tanto para o dispositivo fabricado em UA como em PDMS.

Tabela 7.21: Balanco de massa, utilizando agua com corante como fluido, medindo a
massa na saida de 400 um (bif. maior) e na saida de 100 um (bif. menor), utilizando os
dispositivos fabricados em UA e PDMS.

UA PDMS
pcanal . Velocidade . Velocidade
L R L R
Q (mL/min) ‘ (m/s) ‘ e Q (mL/min) ‘ (m/s) ’ e
Entrada 0,150 0,125+2,5.10° 0,272 0,150 0,125+3,2.10°3 0,272

Bif. Maior 0,146+1,95.10° 0,124+3,0.103 0,277 0,147+4,9.103 0,124+2,8.10° 0,272
Bif. Menor 0,013£9,02.10% 5,06.103+2.10°3 0,01 0,0016%6,8.10% 5,1.103+1,8.10° 0,02

Depois do balanco de massa realizado para os microdispisitivos fabricados em UA
e PDMS apresentados na Tabela 7.21, uma comparagédo entre o Micro-PIV realizado no
dispositivo fabricado em PDMS foi realizada e apresentada na Tabela 7.22. O
experimento de Micro-PIV n&o foi realizado no dispositivo fabricado em UA devido a sua

baixa transparéncia e assim nao possibilitando tal estudo.

Tabela 7.22: Valores comparativos entre experimento de balango de massa e Micro-
PIV para o dispositivo fabricado em PDMS.

Balango de massa Micro-PIV
pcanal | Q (mL/min) ’ Veloc. (m/s) ‘ Re Q (mL/min) ’ Veloc. (m/s) ’ Re
Entrada 0,150 0,125 0,272 0,150 0,1745,6.103 0,39
B. Maior 0,147+4,9.103 0,124+2,8.103 0,272 0,193 0,16%8,2.103 0,37
B. Menor 0,001646,8.10% 5,1.103+1,8.10° 0,02 0,012 0,04+1,05.10°3 0,07

Uma comparagao entre as simula¢des realizadas com os microsseparadores com
dimensbes adquiridas apos a fabricacdo, estdo apresentados nas Tabelas 7.23 para o
microsseparador fabricado em PDMS e na Tabela 7.24 para o microdispositivo fabricado

em UA.
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Tabela 7.23: Valores comparativos entre a simulacao utilizando dgua como fluido no COMSOL, balanco de massa e Micro-PIV para o
dispositivo fabricado em PDMS.

Simulado Balango de massa Micro-PIV
Microcanal
Q (mL/min) | Velocidade (m/s) | Re Q (mL/min) Velocidade (m/s) ‘ Re ‘ Q (mL/min) | Velocidade (m/s) | Re
Entrada 0,150 0,176 0,40 0,150 0,125+3,2.103 0,272 0,150 0,1745,6.10°3 0,39
Bif. Maior 0,208 0,172 0,40 0,147+4,9.10°3 0,124+2,8.10°3 0,272 0,193 0,16+8,2.10°3 0,37
Bif. Menor 0,009 0,029 0,05 0,0016+6,8.10* 5,1.10°+1,8.10% 0,02 0,012 0,04+1,05.10°3 0,07

Tabela 7.24: Valores comparativos entre a simulagéo utilizando dgua como fluido no COMSOL e balango de massa para o dispositivo
fabricado em UA.

Simulado Balango de massa
Microcanal
‘ Q (mL/min) | Velocidade (m/s) Re Q (mL/min) Velocidade (m/s) Re
Entrada 0,150 0,174 0,33 0,150 0,125+2,5.103 0,272
Bif. Maior 0,203 0,170 0,39 0,146+1,95.10°3 0,124+3,0.103 0,277
Bif. Menor 0,010 0,032 0,06 0,013+9,02.10°3 5,06.103+2.10°3 0,01
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7.3.3 Verificagdo com sangue humano

Apbs obter o hemograma completo, o sangue coletado foi diluido em 5%, 10% e
16% com base na quantidade de hematdcritos e utilizando PBS. Entéo foi preparada a
bancada experimental, a qual foi composta de uma bomba de seringa, microdispositivo
e microtubos para as coletas da separacdo, como mostrado na Figura 6.11
anteriormente. Foram realizadas 18 coletas sanguineas e preparadas nas diferentes
diluicdes. Como resultado final, foram analisados 60 resultados de microsseparacéo.

A parte experimental foi composta de cinco etapas: na primeira etapa, para um
mesmo dispositivo, foi utilizada a concentracdo de 5% de hematdcrito de uma mesma
amostra de material bioldgico de um mesmo individuo; na segunda parte, uma mesma
amostra (sangue de um outro individuo) foi diluida em 5%, 10% e 16% e utilizado o
mesmo dispositivo; na terceira etapa, o mesmo dispositivo foi utilizado para diferentes
amostras de sangue, ou seja, de diferentes individuos, com a mesma concentragéo de
5%, na quarta etapa, foi utilizado diferentes dispositivos para uma mesma concentragao
de um mesmo material bioldgico coletado. Na quinta e Ultima etapa, foi utilizado trés
microdispositivos com as diluicdes de 5%, 10% e 16%. Essas etapas ilustrada na Figura
7.17, foram realizadas para garantir que a eficiéncia de separagéo nao estivesse ligada
nem a concentracdo sanguinea e nem ao microdispositivo fabricado em PDMS. Em
todas as etapas foram realizadas, trés repeticbes de medidas para obter uma média e
desvio padréo do resultado obtido, ou seja, 6 mL (sangue total + PBS) divididas em 3

partes.
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Etapas

1° etapa 2° etapa ‘ ’ 3° etapa 4° etapa 5° etapa
-mesmo | -mesmo | - mesmo - diferentes - diferentes
dispositivo dispositivo Rt dispositivos dispositivos
- concentragdao - varias diluicGes  diferentes - mesma - diferentes
de 5% de uma de uma mesma amostra com diluigdes de
amostras S ‘o
mesma amostra amostra mesma dilui¢do varias amostras

Figura 7.17: Sequéncia das etapas experimentais utilizando material biol6gico

Como resultado da primeira etapa, que consistiu em utilizar 6 mL (sangue total +
PBS), dividido em 3 partes, de uma mesma amostra de 5% de hematdcrito em um Unico
microdispositivo fabricado em PDMS. Obteve-se uma eficiéncia de separacdo de

96%+2,43, comparando esse valor com o apontado na literatura (97%) (Tripathi,

humano.

Siddhartha, et al., 2013), tem-se a Figura 7.18.
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Figura 7.18: Valor da eficiéncia de separagéo obtida para 5% de hematdcrito.

Na segunda etapa, que consiste em pegar uma segunda amostra e diluir em 5%,

10% e 16% com base na quantidade de hematdécritos e usar um Unico microsseparador,

obteve-se a eficiéncia de separacéo de 96,3%=3,2 para 5%, para a diluicdo com base

em 10% dos hematécritos a eficiéncia de separacdo foi de 80,2%z=4,1, e a eficiéncia

obtida para a concentragédo de 16% foi de 70,6%z=5,02. Os valores apresentados pela
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literatura sdo (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013): eficiéncia de 97% para 5% de
hematdcritos, 75% de eficiéncia de separacdo para 10% de hematdcritos e 65% para
16% de hematdcritos. J& para a simulacao realizada no COMSOL os resultados foram:

93%, 77% e 68% de eficiéncia de separacdo para 5%, 10% e 16% de hematdcritos,

respectivamente, esses valores estdo apresentados na Tabela 7.25 e Figura 7.19.

Tabela 7.25: Valores de eficiéncia de separagao obtidas por simulagéo,
experimentalmente e apresentadas pela literatura.

% de hematacritos Literatura (%) Simulagao (%) Experimental (%)
5 97 92 96,3+3,2
10 72 74 80,214,1
16 65 69 70,615,02
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Diluigdo (%)
Figura 7.19: Valor da eficiéncia de separacao obtida experimentalmente, simulados e
apresentados na literatura (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013) para 5%, 10% e 16% de
hematdcrito de uma Gnica amostra em um Gnico microsseparador.

Para a terceira parte experimental, a qual foi realizada diluindo trés diferentes
amostras sanguineas em 5% e microsseparando com um mesmo dispositivo, obteve-
se a eficiéncia de separacdo de 96,2%+1,8, 95,6%+2,3 e 97,2%+0,9, como mostrado

na Figura 7.20.
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Figura 7.20: Resultado da terceira etapa experimental, um Unico microdispositivo para
3 amostras sanguineas diferentes.

Na quarta etapa, verificou-se a eficiéncia de separacdo com 3 dispositivos, mas

uma Unica concentragdo de diluicdo de 16% de hematdcritos. O resultado desta etapa

€ apresentado na Figura 7.21, onde foram obtidas as eficiéncias de 62,5%+4,8, 66,1+5,1

e 68,3%=6,4 para os microsseparadores 1, 2 e 3 respectivamente.
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Figura 7.21: Resultado da microsseparacdo com uma mesma concentracao de 16%
aplicada em trés diferentes dispositivos.

Na quinta e Ultima etapa, foi entdo usado diferentes microsseparadores e diferentes
concentracdes de diferentes doadores para verificar experimentalmente os resultados,
como mostrado na Figura 7.22, assim se diferenciando da segunda etapa a qual fez-se
0 uso de um Unico dispositivo para uma Unica amostra em diferentes concentracoes.
Nesta ultima etapa chegou-se as eficiéncias de 95,8%z+1,9 para 5%, 78,1%+3 para 10%
e 68,0%+2,1 para 16% de hematdcritos.
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Figura 7.22: Resultado da quinta etapa experimental, onde foi utilizado diferentes
microsseparadores com diferentes concentragoes.

Para o microdispositivo fabricado em UA, sendo aplicados diferentes dispositivos
com a mesma diluicdo de 10% da qualidade de hematdécritos através do hemograma do
sangue completo. Foi escolhida essa porcentagem porque um tubo de sangue coletado
contendo EDTA daria para fazer a quantidade necesséria para o experimento, assim
ndo necessitando coletar mais sangue e nem perdendo grande quantidade de amostra.
O resultado da eficiéncia de separacdo do microdispositivo fabricados em UA foi de
79,03%=3,9. Mostrando que esse valor estd em concordancia com o valor de eficiéncia
de separacao com o microsseparador fabricado em PDMS que foi de 80,2%=4,1, como

podemos observar na Figura 7.23.
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Figura 7.23: Gréafico comparativo entre os valores de eficiéncia de separacéo entre

0s microsseparadores fabricados em PDMS, UA e simulacéo para 10% do valor de
hematdcritos.
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7.3.4 Analise de microsseparacdo em sangue canino

Os microsseparadores também foram testados em sangue canino. Apés a coleta
de sangue de um exemplar da raga Shih tzu fémea de 4 anos, a amostra passou pelo
analisador hematoldgico automatizado para obter o hemograma do sangue total, para
assim realizar a diluicdo de 10% com base na quantidade de hematdcritos, assim como
realizado com amostras de sangue humano.

Apbs a amostra ser preparada com PBS, essa entdo foi microsseparada pelos
dispositivos fabricados em PDMS e UA. Para esse teste obteve-se o resultado de
eficiéncia de separacdo de 87,6%=6,5 fabricado em PDMS e de 79,03%+3,6 para o

microsseparador fabricado em UA, como pode ser observado na Figura 7.24.
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Figura 7.24: Resultado da microsseparacdo com 10% de hematdcrito de sangue
canino, utilizando o dispositivo fabricado em PDMS e UA.
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Os valores de eficiéncia de separacgdo apresentados pelo microsseparador testado
em sangue humano e sangue canino estdo préximos, tanto para microdispositivos

fabricados em PDMS como em UA. Isso pode ser observado na Tabela 7.26.

Tabela 7.26: Valores obtidos da eficiéncia de separacédo de 10% de hematdcritos para
sangue humano e canino, comprando com o estudo tedrico, experimental e com dados
da literatura.

Sangue (10%) | Literatura | Simulado | PDMS | UA
Humano 2% 70,9 80,2%=4,1 79,03%=3,9
Canino - 70.9 87,6%6,5 79,03%+3,6
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Apbs dimensionalizar os microcanais do dispositivo para separacdo de células do
plasma, verificou-se através do estudo tedrico que a angulacdo poderia influenciar a
eficiéncia de separacao. O angulo que melhor apresentou o valor de eficiéncia foi o de
90°. Levando em consideracdo 0 pré-requisito que a propor¢cdo entre 0s canais
bifurcados deveria respeitar a proporcao 2,5:1.

A fabricacéo utilizando molde fabricado em um microfresa apresentou dimensdes
maiores que o projeto inicial. Isso foi verificado fazendo a caracterizagdo geométrica
utilizando um microscépio 3D. Com os valores obtidos de altura e largura na
caraterizacao tridimensional, foram utilizados para calcular média e desvio padréo, e
com esses valores, voltou-se ao Autocad e para reajustrar o projeto e simular
novamente, agora com as novas dimensdes, para s6 entao posteriormente comparar 0s
resultados de estudo tedrico e experimental.

Com a comparacéo de estudos de bancada e simulagéo, verificou-se que as novas
dimensdes obtidas estavam concordantes e ndo oferecendo grande prejuizo ao estudo
que se tinha como obijetivo inicial.

No estudo experimental para verificar o estudo tedrico, foram realizados
experimentos para analisar o escoamento. Cada microdispositivo apresentava uma
caracteristica marcante em relagdo a transparéncia, sendo assim necessario montar
bancadas para cada um deles.

O balanco de massa realizado em ambos os dispositivos mostrou que existe a
possibilidade de verificar o escoamento mesmo com o dispositivo ndo podendo ser
aplicado no micro-PIV.

Os experimentos realizados com sangue humano, comparados com o estudo
tedrico e valores da literatura (Tripathi, Siddhartha, et al., 2013),estao de comum acordo.
Como pode-se observar os resultados, quanto mais diluido o sangue com uma solucao
salina, maior sera sua eficiéncia de separacao. Para diluicbes com maior concentracdo
de hematdcritos, esses valores de eficiéncia reduzem. Isso aparece no estudo teorico

também, observando entdo que por mais que varie a velocidade média de entrada do
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fluido sanguineo, a eficiéncia de separacdo ndo muda, ou seja, o fator mais importante
para encontrar uma eficiéncia maior com um microdispositivo com dimensdes fixas,
seria diminuir a concentracdo de hematorcritos e ndo a vazao de entrada.

No estudo com sangue canino, as eficiéncias de separacédo com a diluicdo de 10%
de hematdcritos, ficou préximo as valores do estudo com material biol6égico humano,

verificando que o microsseparador projetado pode ser aplicado ao uso veterinario.
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Capitulo 8

8. CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

Os métodos de microsseparagcao sanguinea, tanto passiva, ativa ou a combinacao
de ambas, se mostra eficaz e podendo apresentar diagnosticos instantaneos e utilizando
uma menor quantidade de amostra. Um dos meios de microsseparacdo é o método
passivo baseado na Lei da bifurcagéo ou Efeito Zweifach-Fung, o qual se iniciou fazendo
justamente estudos da microcirculagdo humana.

Com aparelhos menores, seria mais facil e rapido diagnosticar e tratar doengas em
lugares remotos e de dificil acesso. Assim ndo necessitando de uma grande equipe de
profissionais. E por necessitar de pequenas quantidades de amostras, podem ser
utilizados em organismos debilitados e fragil como, por exemplo, recém-nascidos,
paciente de unidade de tratamento intensivo e animais de pequeno porte.

Um dos requisitos para que esse método passivo pudesse ser aplicado seria a
proporcao entre as vazdes dos canais bifurcados. Isso também foi comprovado através
de experimentos, o qual utilizou uma proporgéo de 2:1, ou seja, proporgdo menor que o
citado na literatura, e foi observado o escoamento do fluido saindo apenas pelo canal
de menor didametro hidraulico, o que fere as leis da mecanica. Com o estudo para
projetar o microsseparador, as dimensfes de largura e comprimento devem ser
calculadas adequadamente para respeitar a propor¢cdo de vazdo de 2,5:1 entre os
canais bifurcados, pois sem esse padrdo ndo se tera escoamento de separagdo e assim
também ndo se aplica a Lei de Zweifach-Fung.

Para construir um microdispositivo capaz de microsseparar o sangue, um dos meios
é a fabricacdo utilizando polimeros. O microdispistivo utilizado no presente estudo, foi

confeccionado técnica de litografia macia, com dois diferentes polimeros, UA e PDMS,
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0s quais tem diferentes polimerizacdes e selagens. Utilizando molde fabricado em
PMMA através de uma microfresa.

Esse molde se mostra como um bom padréo de repetibilidade nas geometrias do
microdispositivo e também a facilidade de manuseio. Com um molde fabricado em
acrilico, podemos também inovar fazendo diferentes dimensoes, configuracdes e alturas
dentro de uma Unica fabricacdo. A fabricacdo utilizando molde me PMMA mostrou que
uma pequena variacdo na geometria acontece, mas ndo oferecendo modificagbes no
estudo de escoamento e separacgéo.

A fabricacdo desses microsseparadores em UA mostrou-se tao eficiente quanto a
fabricagdo em PDMS, que s&o os mais utilizados na literatura. Assim tendo um custo
menos elevado e podendo ser aplicado em estudos iniciais de separacdo de amostras
sanguineas, pois este material ndo interage com a amostra como pudemos observar
nos resultados comparados em ambos polimeros.

Os estudos experimentais de escoamento, micro-PIV e balanco de massa estavam
em ordem de concordancia com os valores obtidos na simulacéo utilizando a ferramenta
computacional COMSOL.

Outros requisitos que também se fazem importantes neste estudo, foram simular os
angulos e a velocidade média de entrada. Neste estudo teérico, observou-se que a
variacao angular entre os canais bifurcados influenciara na sua eficiéncia de separacao,
pois quanto menor o angulo, maior sera o gradiente de presséo. A velocidade média de
entrada, também terd sua influéncia sobre os resultados da microsseparacédo, pois se
for menor que um determinado valor, essa ndo apresentara um separador eficiente.

Outra grande contribuicdo do presente trabalho, foi realizar o estudo com sangue
canino, pois este microdispositivo mostrou-se tao eficiente quanto quando aplicado com
sangue humano para a mesma diluicdo de 10% de hematocritos.

O presente trabalho abre ramos de extensdo da presente pesquisa, tanto sob
aspectos fundamentais como na aplicacdo. Algumas sugestfes para a continuagéo do

presente trabalho s&o listadas a seguir:
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- Fabricar um molde em PMMA com dimens@es menores que as projetadas, com
diferentes alturas ao longo do microsseparador, para verificar se isso pode a vir
influenciar a separacéo;

- Testar o microdispositivo com células tumorais e analisar os resultados de
separacao destas, pois se trata de uma aplicacdo importante do presente trabalho;

- Envolver diferentes técnicas de separacdo passiva num mesmo microdispositivo

e analisar essa eficiéncia.

169



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, C. W. (2011). “Kinematic characterization of blood flows and blood flow
simulators in passive microvalves using flow visualization techniques and the
Lattice Boltzmann method”. Elsiever(05), 291-307.

AL-DHUBABAIAN, A. A. (2005). Production of biodiesel from Soybean Oil in a Micro
Sacle Reactor. Oregon State University, Corvallis, OR, USA.: Thesis (M. Sc.).

AUTEBERT, Julien, et al. (2012). Microfluidic: An innovative tool for efficient cell sorting.
Elsiever(07), 297-307.

BEECH, Jason P., et. al. (2012). Sorting cells by size, shape and deformability. Lab on
a Chip, 1048-1051.

BI-FENG, Liu, et al. (2005). Micro-separation toward systems biology. Elsevier, 1006,
19-28.

BITSCH, L. O. (2005). Micro particle-image velocimetry of bead suspensions and blood
flows. Experiments in Fluids, 39, 505-511.

BOUSKELA, E. (1999). Vasomotricidade e Endotélio: Alguma Relacdo? Observagéo na
Microcirculagédo da Bolsa da Bochecha de Hamster. Tese apresentada a UERJ
em concurso.

BRUUS, H. (2008). Theoritical Microfluidic. Oxford University Press.
CARLO, D. D. (2009). Inertial microfluidics. Lab Chip(DOI: 10.1039/B912547G).

CARVALHO, Jonas Antonio Albuquerque de; OLIVEIRA,Tiago Tolentino de. (2006).
MECANICA DOS FLUIDOS APLICADA A ESCOAMENTO DO SANGUE. 16°
POSMEC. FEMEC/UFU, Uberlandia-MG.

CHANGRQING, Yi, et al. (2005). Microfluidics technology for manipulation and analysis of
biological cells. Elservier(12), 1-23.

CHOCALHEIRO, A. L. (2014). Lab on Paper: biossensores colorimétricos de papel para
a deteccdo de membros do complexo Mycobacterium tuberculosis. Lisboa:
Faculdade de Ciéncias e tecnologia. Universidade Nova de Lisboa.

170



COLTRO, W. et al. (2007). Microssistemas de andlises quimicas: Introducao,
tecnologias de fabricacdo, instrumentacdo e aplicacdes. Quimica Nova,
30(Novembro), 1986-2000.

COSTA, J. (2009). Caracterizagéo cinematica e dindmica de escoamentos estacionarios
em micro-canais rectos e micro-valvulas com recurso a técnica micro-PIV e a
simulacdo numeérica. Dissertacdo de Mestrado, Instituto Superior Técnico,
Lisboa, Portugal.

CHEN, Jian, et al. (2012). Microfluidic approaches for cancer cell detection,
characterization, and separation. Lab-on-a-chip, 12, 1753-1767.

DOYEUX, V., etal. (2011). Spheres in the vicinity of a bifurcation elucidating th Zweifach-
Fung effect. Jornal fluid of mechanics(674), 359-388.

FAILACE, Renato; F. F. (2015). Hemograma - Manual de interpretacéo. Porto Alegre:
Artmed.

FAIVRE, M., et al. (2006). Geometrical focusing of cells in a microfluidic device: an
approach to separate blood plasma. Em Biorheology.

FERNANDES J. C. B. e FERREIRA L. O. S. (2006). Manufacturing of miniature fluidic
modules for lab-on-a-chip using UA photoresin form flexographic platemaking
process. 17, 643-647.

FERRAZ, M. H., & Murao, M. (2007). Diagnéstico laboratorial da doencga falciforme em
neonatos e apds o sexto més de vida. Rev. bras. Hematologia e hemoterapia,
218-222.

FEKETE, Zoltan et al. (2011). Performance characterization of micromachine paricle
separation system basead on Zweifach-Fung effect. Elsevier(12), 89-94.

FLEMING, B. P. (1985). Measurement of Erythrocyte velocity by use of periodic
differential detector. H899-H905.

FONSECA, A. (2008). Construcdo e Avaliagdo de Microssistemas para Andalise em
Fluxo. Campinas, SP, Brasil: Instituto de Quimica/UNICAMP.

FOX, Robert W. (2001). Introducéo a Mecénica dos Fluidos. Rio de Janeiro: LTC.

FUNG, Y. C., & ZWEIFACH, B. W. (1971). Microcirculation: Mechanic of blodd flow in
capillares. Vol. 3:189-210 (Volume publication date January 1971) , 189-225.

171



GLOSSETT, D. R., Westbrook, W. M., & al., e. (2010). Label-free cell separation and
sorting in microfluid systems., (pp. 3249-3267).

JUNIOR, J. Martim. (2012). Fabricacdo por Fotolitografia e Analise Teobrico-
Experimental de Micromisturadores por Transformacéo Integral e Termografia
por Infravermelho. XVII, 127.

JUNIOR, J. M. (2006). Instrumentacao para analise da velocidade de células vermelhas
na microcirculacéo de pequenos animais. Rio de Janeiro.: XXCBEB.

KERSAUDY-KERHOAS, M. (2010). Design, test and biological validation of microfluidic
systems for blood plasma separation. Heriot-Watt University - School of
Engineering an Pysical Sciences.

KIRBY, B. J. (2010). Micro- and Nanoscale Fluid Mechanics: Transport in Microfluidic
Devices. New York: Cambridge University Press.

KUNDU, Pijush K.; COHEN, Ira M.; David R Dowling Ph.D. (2012). Fluid Mechanics.
USA: Elsevier.

Li X; Popel A. S; Karniadakis, G.E. (2013). Blood-plasma separation in Y-shaped
bifurcating microfluidic channels: a dissipative particle dynamics simulation
study. Phisycal Biology( doi:10.1088/1478-3975/9/2/026010.).

LIMA, R. I. (2012). Blood flow behavior in microchannels: Past, current and future trends.
1-2.

LIMA, R. W. (2008). In vitro blood flow in a rectangular PDMS microchannel:
experimental observations using a confocal micro-PIV system. Biomedical
Microdevices, 10(2),153-67.

LIMA, Rui; et al. (2007). In vitro blood flow in a rectangular PDMS microchannel:
experimental observations using a confocal micro-PIV system. Biomed
Microdevices.(DOI 10.1007/s10544-007-9121-z).

LOPES, D. A. (2012). Caracterizacao experimental da dinAmica e da organizacédo celular
de escoamentos estacionarios de sangue animal em microcanais rectos.
Dissertacao de Mestrado, Instituto Superior Técnico, Lisboa, Portugal.

MAHDOKHT, Masaeli, et. al. (2012). Continuous Inertial Focusing and Separation of
Particles by Shape. American Physical Society
(doi:10.1103/PhysRevX.2.071017).

172



MEHER, L. C. (2006). Techinical aspects of biodisel production by transesterfication - a
review. Renewable and Sustainale Energy Reviews, 10, 248-268.

NOVAES, S. C. (2012). Desenvolvimento de um microdispositivo biomédico para a
separacao e deformacgéo de eritrocitos. Instituto Politécnico de Braganca.

OH, Kwang W., et al. (2012). Design of pressure-driven microfluidic network using eletric
circuit analogy. Lab Chip, 12, 515-545.

RAFFEL, M. W. (2007). Particle Image Velocimetry - A pratical guide. Second Edition,
Springer.

SAJEESH, P., & Sen, A. K. (2014). Particle separation and sorting in microfluidic
devices: a review. Microfluid and Nanofluid , (pp. 52-60).DOI 10.1007/s10404-
013-1291-9, 1-52.

SANTOS, N. A. (2008). Estudo da Reologia de Fluidos. Porto - Portugal: Universidade
do Porto.

SHEVKOPLYAS, S.S,, et al., et al. (2005). Biomimetic auto separation of leukocytes
from whole blood in a microfluidic device. s.l. : Anal Chem.

SHIROMA, L. S. (2016). Self-regenerating and hybrid irreversible/reversible PDMS
microfluidi device. Scientific Reports, doi:10.1038/srep26032(Novembro 2016),
35-43.

SOARES,Bruno Ferreira, et al. (2012). Estudo comparativo entre 0 hemograma humano
e veterinario. Ensaios e Ciéncia. Ciéncias BiolOgias, Agrarias e da Saude., 16(4),
87-100.

SHIELDS, Wyatt C. 1V, et al. (2015). Microfluidic Cell Sorting: A Review of the Advances
in the Separation of Cells from Debulking to Rare Cell Isolation. Lab
Chip(doi:10.1039/c4lc01246a.), 1-44.

TRIPATHI, Siddhartha, et al. (2013). Blood plasma separation in elevated dimension T-
shaped microchannel. Biomed Microdevices(15), 415-425.

SILVA, A. C. (2015). Nanotecologia em diagnéstico e terapia no Brasil. Sdo Paulo : USP.
Thesis (M. Sc.).

SILVA, G. L. (2008). Micro-PIV and CFD characterization of flows in a microchannel:
Velocity Profiles, Surface Roughness and Poiseuille Numbers. International
Journal of Heat and Fluid Flow, 29, 1211-1220.

173



SILVA, J. A. (1984). Aspectos hemorreoldgicos da circulacdo humana. Em Biopatologia
sanguinea e vascular (pp. 279-337). Lisboa.

SILVA, J. et al. (1997). Factores intervenientes no controle da microcirculacdo e da
oxigenacdo tecidual. O medico, 108, 319-328.

SINTON, D. (s.d.). Microscale flow visualization. Em Microfluidic e Nanofluidic (pp.
November 2004, Volume 1, Issue 1, pp 2-21).

SisNANO. (2016). Disponivel em: http://www.mcti.gov.br/sisnano, acessado em: Ago,
2016.

SOLLIER, R. E., & al, e. (2009). Passive microfluidic devies plasma extration from whole
human blood., (pp. 617-624).

TAMAYO, Javier, et al. (2012). Biosensors based on nanomechanical systems. The
Royal Society of Chemistry, 42, 1287-1311.

YAMAGUCHI, T. I. (2006). Computacional blood flow analysis - new trends and
methods. Journal of Biomechanical Science and Engineering , 29-50.

YANG, Sung, et al. (2006). A microfluidic device for continuous, real time blood palsma
separation. The Royal ociety of Chemistry(6), 871-880.

YC, F. (1993). Biomechanic: Mechanical Properties of living tissues. New York: Springer.

ZHAOXIN Geng et al. (2011). A PLASMA SEPARATION DEVICE BASED ON
CENTRIFUGAL EFFECT AND ZWEIFACH-FUNG EFFECT. 15th International

Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and Life Sciences. Seattle,
Washington, USA(978-0-9798064-4-5/uTAS 2011/$20©11CBMS-0001).

174


http://www.mcti.gov.br/sisnano

APENDICE 1

Valores de velocidade média de entrada, velocidade média, vazdo e pressdo nos
pontos pontos (—0,01) mm < x < 0,1mm e 0,01 mm £y < 0,4 mm e z=0,025 mm para

diferentes angulos e 5% de hematdcritos.

Velocidade (m/s) Vazdo (mL/min) Pressdo (Pa)
Entrada ‘ B. Maior ‘ B. Menor Entrada ‘ B. Maior ‘ B. Menor Entrada ‘ B. Maior ‘ B. Menor
©=50
0,0625 0,088866 0,088165 0,044918 | 0,1066392 | 0,105798 0,013475 617 261,28 394,2
0,125 0,17774 0,17636 0,09002 0,213288 0,211632 0,027006 1235,4 523,09 791,81
0,25 0,35536 0,35478 0,18028 0,426432 0,425736 0,054084 2479 1111,1 1599,9
0=10°
0,0625 0,088513 0,087206 0,04132 0,1062156 | 0,1046472 | 0,012396 630,37 442 521
0,125 0,17702 0,1744 0,082798 0,212424 0,20928 0,024839 1261,3 884,45 1045,1
0,25 0,35384 0,34857 0,16532 0,424608 0,418284 0,049596 2527,7 1772,2 2105,5
0=20°
0,0625 0,088563 0,086987 0,033474 | 0,1062756 | 0,1043844 | 0,010042 636,93 517,01 582,44
0,125 0,17712 0,17394 0,066805 0,212544 0,208728 0,020042 1274,4 1034,6 1168,4
0,25 0,35405 0,34764 0,1312 0,42486 0,417168 0,03936 2553,6 2073,2 2353,1
0=30°
0,0625 0,088589 0,086907 0,027265 | 0,1063068 | 0,1042884 0,00818 638,71 553,15 601,74
0,125 0,17718 0,173778 0,054002 0,212616 | 0,2085336 | 0,016201 1277,9 1106,9 1207
0,25 0,35417 0,34728 0,10365 0,425004 0,416736 0,031095 2560,6 2218,1 2429,8
0=40°
0,0625 0,08573 0,086901 0,022607 0,102876 | 0,1042812 | 0,006782 639,48 562,1 610,73
0,125 0,17714 0,17377 0,044415 0,212568 0,208524 0,013325 1279,5 1124,8 1224,8
0,25 0,35412 0,347 0,083482 0,424944 0,4164 0,025045 2563,6 2272,5 2464,4
0=45°
0,0625 0,08855 0,086842 0,020771 0,10626 0,1042104 | 0,006231 639,67 577,24 613,44
0,125 0,1771 0,17365 0,040652 0,21252 0,20838 0,012196 1279,9 1155,1 1230,1
0,25 0,35403 0,34707 0,075758 0,424836 0,416484 0,022727 2564,9 2314,8 2482
0=50°
0,0625 0,088531 0,08686 0,01918 0,1062372 | 0,104232 0,005754 639,84 577,19 615,5
0,125 0,17707 0,17369 0,037409 0,212484 0,208428 0,011223 1280,2 1155 1234,2
0,25 0,035396 0,34707 0,069215 | 0,0424752 | 0,416484 0,020765 2564,9 2314,8 2482
0=60°
0,0625 0,088546 0,08685 0,017135 | 0,1062552 0,10422 0,005141 640,15 595,31 618,53
0,125 0,1771 0,017363 0,033244 0,21252 0,0208356 | 0,009973 1280,8 1191,7 1240
0,25 0,35404 0,34714 0,060907 0,424848 0,416568 0,018272 2566,1 2314,6 2492,6
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0=70°

0,0625 0,088504 0,086832 0,015476 | 0,1062048 | 0,1041984 | 0,004643 640,12 577,07 619,85
0,125 0,1771 0,17364 0,029868 0,21252 0,208368 0,00896 1280,7 1154,8 1245,5
0,25 0,35387 0,34701 0,054203 0,424644 0,416412 0,016261 2565,9 2314,3 2496,9

0=80°

0,0625 0,088522 0,086826 0,017412 | 0,1062264 | 0,1041912 | 0,005224 640,16 595,31 620,69
0,125 0,17705 0,1736 0,027606 0,21246 0,20832 0,008282 1280,8 1191,3 1244,1
0,25 0,35395 0,34682 0,049541 0,42474 0,416184 0,014862 2566,1 2387,6 2499,6

©=90°

0,0625 0,088543 0,08684 0,01652 0,1062516 | 0,104208 0,004956 640,16 594,42 619,9
0,125 0,179 0,176 0,026 0,2148 0,2112 0,0078 1300 1195,6 1262,5
0,25 0,35412 0,346695 0,43581 0,424944 0,416034 0,130743 2565,8 2356,7 2498,3
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