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RESUMO

Dispositivos microfluidicos e tecnologia lab-on-a-chip vém se mostrando cada vez
mais promissores. Sdo aparelhos de micro dimensfes com 0s quais se projetam sistemas
analiticos, dispositivos biomédicos, ferramentas para quimica e bioquimica e sistemas para
investigacdo fundamental, areas crescentes de aplicacdes onde esses dispositivos podem ser
empregados. A obtencdo de gradientes de concentragdo bem definidos para estudos em
sistemas com dimens@es caracteristicas na faixa de pequenos micra é um dos desafios que
podem ser resolvidos por meio de dispositivos microfluidicos. Estes sistemas tém potencial
para uma vasta gama de aplicagdes. Modificar dispositivos para microdimensfes ocasiona
diversos beneficios, principalmente a reducéo de custos.

Este trabalho tem o intuito de auxiliar no desenvolvimento de biossensores portateis
para a dosagem de marcadores de cancer. Para isso foi elaborado e produzido diversos
sistemas de microcanais com sistema de diluicéo.

Durante a pesquisa foram projetados dispositivos para analises distintas. Inicialmente
eles foram elaborados em AutoCAD 3D e importados no programa COMSOL Multiphysics®
para realizacdo de simulacdes. Apos, foram redesenhados em CoreIDRAW X8 para impressao
de fotolitos para a construcdo dos dispositivos em laboratério. No laboratdrio foi utilizada a
técnica de soft-litografia para construcdo dos microdispositivos em polidimetilsiloxano
(PDMS). Foi utilizada Albumina de Soro Bovino (BSA) em solugdo tampdo para avaliagdo da

diluicdo e construcédo de gradientes de concentragéo.
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Alguns dispositivos foram projetados para verificagdo do comprimento necessario
para mistura completa das substancias analisadas, 0s quais possuiam duas entradas e duas
saidas. Posteriormente foram projetados dispositivos para a avaliacdo do comportamento do
fluido em relagdo a divisdo do fluxo entre os microcanais, 0s quais puderam ser usados para
verificagdo do comprimento de mistura novamente. Estes dispositivos foram fabricados
inicialmente com duas entradas e trés saidas, depois com duas entradas e quatro saidas, e
finalmente, projetou-se um sistema de microdiluicdo contendo cinco valores de concentragio
de saida, indo do mais concentrado (concentracdo inicial de BSA) até o mais diluido (solucéao
tampdo). Como dispositivos contendo n saidas possuem n — 2 etapas de diluicdo, o
dispositivo com cinco saidas possui trés etapas de diluicao.

Foi verificado que, para se obter o perfil de diluicdo requerido, a separacdo das
correntes em cada etapa é mais eficiente quando possuem o formato em Y ao invés da camara
retangular observada na maioria dos trabalhos, pois assim se garante uma melhor separagédo
do fluido.

As simulacbes tridimensionais efetuadas por meio do programa COMSOL
Multiphysics® auxiliaram muito no projeto do microssistema de diluicio. Os resultados das
concentracdes de saida, obtidos a partir do COMSOL, para o microdispositivo contendo cinco
concentracdes de saida com a separacao das correntes de escoamento realizadas por meio de
juncdes de microcanais em formato Y, apresentaram grande melhora em relacdo ao design
anterior e ficaram proximos aos resultados obtidos experimentalmente. Esse foi o sistema que
apresentou os melhores resultados.

O dispositivo promoveu um gradiente de concentracdo possibilitando a realizacdo de
leitura de concentragbes bastante reduzidas. Isto indica que ele pode ser acoplado a um
biossensor em arranjos de nanoburacos que visa a deteccdo de pequenas concentracdes de
marcadores.

Este estudo abre portas para uma maior exploracdo da fluidodindmica computacional

com aplicagdes para sistemas biolégicos e quimicos.

Palavras chave: Microcanais; Microdiluicdo; Soft-litografia; PDMS; Marcadores de
cancer; COMSOL.
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ABSTRACT

Microfluidic devices and lab-on-a-chip technology have shown to be increasingly
promising. They are devices of micro dimensions with which are projected analytical systems,
biomedical devices, tools for chemistry and biochemistry and systems for fundamental
investigation, increasing areas of applications where these devices can be used. Obtaining
well defined concentration gradients for studies in systems with characteristic dimensions in
the small micron range is one of the challenges that can be solved by means of microfluidic
devices. These systems have the potential for a wide range of applications. Modifying devices
for microdimensions brings several benefits, especially cost savings.

This work aims to assist in the development of portable biosensors for the
determination of cancer markers. For this purpose, several microchannel systems with dilution
system were developed and produced.

During the research, devices were designed for different analyzes. Initially they were
developed in AutoCAD 3D and imported into the COMSOL Multiphysics® program for
simulations. Afterwards, they were redesigned in CoreIDRAW X8 for printing of photolites
for the construction of the devices in the laboratory. In the laboratory, the soft-lithography
technique was used to construct the microdevices in polydimethylsiloxane (PDMS). Bovine
Serum Albumin (BSA) was used in buffer solution for the evaluation of dilution and
construction of concentration gradients.

Some devices were designed to verify the length required for complete mixing of the
analyzed substances, which had two inputs and two outputs. Subsequently, devices were

designed to evaluate the behavior of the fluid in relation to the division of the flow between



X

the microchannels, which could be used to check the mixing length again. These devices were
initially manufactured with two inputs and three outputs, then with two inputs and four
outputs, and finally a microdilution system containing five output concentration values,
ranging from the most concentrated (initial BSA concentration) to the more diluted (buffer
solution). As devices containing n outputs have n-2 dilution steps, the five-output device has
three dilution steps.

It was found that, in order to obtain the required dilution profile, the separation of the
chains in each step is more efficient when they have the Y-shape instead of the rectangular
chamber observed in most of the works, because this guarantees a better separation of the
fluid.

The three-dimensional simulations carried out through the COMSOL Multiphysics®
program greatly aid in the design of the dilution microsystem. The results of the output
concentrations obtained from the COMSOL for the microdevice containing five output
concentrations with the separation of the flow currents performed by means of microchannel
junctions in Y format showed great improvement over the previous design and were close to
the results obtained experimentally. This was the system that presented the best results.

The device promoted a concentration gradient allowing the reading of very low
concentrations. This indicates that it can be coupled to a biosensor in nanobox arrangements
that aims to detect small concentrations of markers.

This study opens the door to further exploration of computational fluid dynamics with

applications for biological and chemical systems.

Keywords: Microchannels; Microdilution; Soft-Lithography; PDMS; Cancer markers;
COMSOL;
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Sistemas analiticos, dispositivos biomédicos, ferramentas para quimica e bioquimica e
sistemas para investigacdo fundamental sdo as crescentes aplica¢fes atuais onde dispositivos
microfluidicos estdo sendo empregados (CHEN; LAM, 2003; KAMHOLZ; YAGER, 2001;
MCDONALD et al., 2000; VIRK; HOLDO, 2008). Os dispositivos microfluidicos vém
revolucionando variadas areas da ciéncia e tecnologia devido &s suas diferentes aplicagdes,
como em ensaios de DNA, selecdo de alto rendimento, armazenagem e separacéo de celulas,
entre outras funcdes que necessitam de alto rendimento (KAMHOLZ et al., 1999;
KAMHOLZ; YAGER, 2001; SAHU; GOLIA; SEN, 2012). Estes dispositivos juntamente
com a tecnologia lab-on-a-chip desempenharam um consideravel impacto em analises
quimicas, aplicaces biomédicas e sinteses quimicas (DERTINGER et al., 2001; MILOZIC et
al., 2014). A tecnologia lab-on-a-chip proporciona a capacidade de produzir sistemas
miniaturizados (como sistemas microfluidicos e microeletromecanicos) capazes de
automatizar e integrar mais de uma etapa de um ensaio em um mesmo dispositivo de tamanho
muito reduzido. A obtencdo de gradientes de concentracdo bem definidos para estudos em
sistemas com dimens@es caracteristicas na faixa de pequenos micra é um dos desafios que
podem ser resolvidos por meio de dispositivos microfluidicos. Como exemplo, células
biologicas sensiveis a variagdes de concentragfes muito baixas necessitam de gradientes de
concentragdo com resolu¢do de pequenas ordens (entre 10 e 100 um) (PARENT,;
DEVREOTES, 1999).

O campo da microfluidica vem evoluindo a medida que engenheiros e cientistas
exploram novos caminhos tecnoldgicos para a fabricacdo de equipamentos para a industria
microeletrénica. Estas tecnologias permitiram a integracdo de estruturas complexas de
dimensGes na ordem de micron e submicron com sistemas eletronicos fabricados a baixo
custo. Os dispositivos mecanicos fabricados utilizando estas tecnologias se tornaram
conhecidos como sistemas microeletromecanicos (MEMS), enquanto os dispositivos fluidicos
sdo vulgarmente designados por sistemas microfluidicos ou dispositivos “lab-on-a-chip”
(COMSOL, 2014a; MATSUMOTO; COLGATE, 1990; YAO et al., 2006).

De acordo com Reis, Giné and Kronka (1988), a analise quimica por injecdo em fluxo

continuo para a detecgdo de espécies altamente diluidas consiste na introdugdo de solugéo
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aquosa contendo a amostra em um fluido carregador até um detector, podendo, nesse trajeto,
ocorrer reagdo, separacdo, concentracdo, entre outros fendmenos. Nesse processo ocorrem as
etapas de propulsdo dos fluidos, injecdo da amostra, reacdo e deteccdo, sendo que nem todas
as etapas sdo obrigatoriamente presentes. Esse processo proposto em 1975 por Ruzicka e
Hansen, e implementado no Brasil em 1976 por pesquisadores do CENA/USP (BERGAMIN;
REIS; ZAGATTO, 1978; RUZICKA; STEWART; ZAGATTO, 1976; STEWART et al,,
1976), é amplamente utilizado em diversas areas analiticas.

Quando se tem pequenas escalas, diferentes efeitos do fluxo se tornam mais
relevantes, tornando alguns processos ineficientes e outros inuteis. O fluxo de fluidos em
sistemas microfluidicos é inteiramente dominado por forcas viscosas, tornando a difusdo o
mecanismo de mistura predominante. Além disso, uma fracdo maior de moléculas € perdida
para a adsorcdo superficial a medida que os dispositivos diminuem de tamanho (BRODY;
KAMHOLZ; YAGER, 1997). A investigacdo de caracteristicas de mistura em
micromisturadores passivos de tipo T variando o fluxo e parametros geométricos mostrou que
o0 comprimento de mistura no canal é altamente dependente da variacdo do numero de
Reynolds, do namero de Péclet e da relacéo de aspecto geométrica (VIRK; HOLDO, 2008).

As atividades microfluidicas de pesquisa estdo mudando os processos de diagndstico
médico, como a analise de DNA, e estdo estimulando o desenvolvimento de produtos
comerciais bem sucedidos (COMSOL, 2014a; KAMHOLZ et al., 1999; MCDONALD et al.,
2000; SAHU; GOLIA; SEN, 2012; SIA; WHITESIDES, 2003). Micromisturadores, sensores
de fluxo ou dispositivos capilares de separacdo, muitas vezes sao componentes de sistemas
complexos de microdispositivos integrados, permitindo, por exemplo, a melhoria do controle
do processo em aplicagbes industriais (KOCH et al.,, 1998). Um exemplo desses
microdispositivos é apresentado na Figura 1.

Aliando baixos custos com matérias primas e necessidade de pequenos espacos para
realizacdo de analises e confeccdo, além da possibilidade de analise de fluidos com
concentragBes baixissimas, 0s microdispositivos vém se mostrando uma tecnologia

extremamente promisso ra.
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Figura 1 — Exemplo de dispositivo de tecnologia lab-on-a-chip. Construcéo de um chip de
proteina eletroquimica: (a) estrutura decomposta ilustrada camada por camada; (b) imagem do
chip (R.E., eletrodo de referéncia, A.E., eletrodo auxiliar, W.E., eletrodo de trabalho); (c) chip

montado em um suporte de fichas. Foto vista do lado oposto.

Recipiente

Anticorpos

PPF e I Poli-imida

Amortecedor W.E.
Ag de contato
(b)

Vidro

(a) (c)

Fonte: (KOJIMA et al., 2003)

1.1. Motivacéo

Os sistemas microfluidicos tem potencial para uma vasta gama de aplicacdes.
Modificar dispositivos para microdimensdes ocasiona diversos beneficios como reducdo de
custos (tanto na fabricacdo quanto na utilizacdo e descarte de dispositivos), reducdao de tempo
de analise, menor consumo de reagentes, diminuicdo de rejeitos, elevacdo da eficiéncia,
crescimento da portabilidade, baixa demanda de energia, possibilidade de operacfes em
paralelo com outros dispositivos e versatilidade no design. Estudos que antes eram
praticamente impossiveis em maiores escalas tornam-se alcangdveis com a miniaturizagdo do
equipamento. Canais microfluidicos podem simular condi¢des in vivo de capilares possuindo

fluxos com cerca de 10 um e 0,1 cm/s. Dispositivos com caracteristicas semelhantes as
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bioldgicas poderiam levar a informagdes que ajudam entender melhor sistemas fisioldgicos
(MCDONALD et al., 2000). A determinacdo do coeficiente de difuséo, por exemplo, em
microcanais requer pequenos volumes de amostra (< 1 mL) e tempo reduzido de processo
(minutos ou até segundos), (KAMHOLZ et al, 1999; MILOZIC et al, 2014; SIA;
WHITESIDES, 2003), além de se poder encontrar o coeficiente de difusdo e a constante de
velocidade de reagdo num mesmo conjunto de experimentos (BRODY; KAMHOLZ;
YAGER, 1997; KAMHOLZ et al., 1999).

Micromisturadores passivos necessitam de energia externa somente para direcionar o
fluxo, sendo ele transversal induzido pela interagdo do fluxo principal com a geometria do
canal especificamente concebida. Portanto, 0 aumento da mistura nesses micromisturadores é
baseado na sua geometria, aumentando a area interfacial entre fluidos ou reduzindo o
comprimento difusivo. Em micromisturadores ativos a eficiéncia de mistura pode ser ajustada
mudando a energia de entrada e o fluxo transversal € produzido por forcamento oscilatorio no
canal de mistura. De modo geral, micromisturadores ativos sdo mais eficientes que passivos,
porém micromisturadores passivos sdo mais simples de serem fabricados e mais faceis de
serem integrados a sistemas microfluidicos. Micromisturadores de laminacédo paralela sédo os
mais comuns, que basicamente € um misturador longo com duas entradas. Ele pode ser
chamado de misturador T (KAMHOLZ et al., 1999; KAMHOLZ; YAGER, 2001; KOCH et
al., 1998) ou misturador Y (GOBBY; ANGELI; GAVRIILIDIS, 2001) de acordo com sua
geometria (SAHU; GOLIA; SEN, 2012). Nestes micromisturadores a difusdo desempenha um
papel crucial. Inicialmente usado em diagnosticos de ensaios quimicos, utiliza interdifusdo de
analito e indicador partindo de duas ou mais correntes produzindo uma mudanca de sinal mais
correlacionado a concentracdo. Possuindo nimero de Reynolds geralmente pequeno (menor
que 1), apresenta fluxo laminar, com transporte entre fluxos ocorrendo apenas por difuséo
(BRODY; KAMHOLZ; YAGER, 1997; KAMHOLZ; YAGER, 2001; VIRK; HOLDO,
2008).

Uma das possibilidades de aplicacdo de sistemas microfluidicos € a obtencdo de
gradientes de concentracdo. De modo a manter um gradiente de concentracdo estavel com o
tempo, deve-se proporcionar um elevado grau de controle de fluxo de entrada, concentracdo
de cada substancia de entrada e velocidade do fluido dentro do equipamento (DERTINGER et
al., 2001). Nos gradientes de concentragdo produzidos em redes microfluidicas as moléculas
se difundem entre os multiplos fluxos de forma laminar. O mais comum sdo redes de
microcanais de varios estagios seguidos de um tnico microcanal de saida, sendo que em cada

estagio as correntes sdo divididas em um namero maior de correntes que sdo recombinadas
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para mistura completa entre os fluxos por meio da difusdo das amostras. As diversas
recombinacOes geram o gradiente de concentracdo desejado (ZHOU et al., 2009).

De modo geral, a finalidade da rede de microcanais ¢ dividir, combinar e misturar as
substancias de maneira controlada, além de proporcionar a confeccdo de um dispositivo capaz
de realizar leituras de substancias com baixissimas concentracdes, como é o caso de
substancias marcadoras de cancer encontradas no plasma sanguineo.

Marcadores de cancer sdo substancias produzidas por células cancerigenas e por outras
células do corpo em resposta ao cancer ou a tumores benignos. Estas substancias podem ser
encontradas no sangue, na urina, no tecido do tumor ou em outros tecidos. Atualmente ja
foram identificados mais de 100 tipos de substéncias que podem ser encontradas em
concentracbes alteradas no organismo de pacientes portadores de algum tipo cancer
(ALMEIDA et al., 2007; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017; LIMA, 2010).

Atualmente, muitos tipos de cancer podem ser curados. Na verdade, mais da metade
dos casos de cancer tem cura, desde que tratados em estagios iniciais. Esta dependéncia da
possibilidade de cura com o tratamento da doenca na fase inicial demonstra a importancia do
diagnostico precoce. Um dos principais desafios no diagndstico precoce é que ndo had um
marcador comum para 0s mais de 100 tipos de cancer (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2017). Portanto, os médicos ndao podem simplesmente utilizar um sensor para detectar a
presenca de uma forma especifica de cancer. Devido a falta de sistemas que proporcionem
deteccdo eficiente e rapida, o diagndstico e prognostico de cancer atualmente dependem de
analises que patologistas tém usado por mais de 100 anos. Ha a estimativa de que nos Estados
Unidos sdo gastos, anualmente, cerca de R$ 206 bilhdes em tratamentos que, de modo geral,
sdo direcionados para melhorar as chances daqueles que estdo nas fases avancadas. No Brasil,
R$ 3,5 bilhdes foram gastos no ano de 2015 (AGENCIA ESTADO, 2016). Infelizmente, todo
este investimento em muitos casos aumenta apenas marginalmente o tempo de sobrevida do
paciente, ao custo de muito sofrimento. Assim sugerem que a oportunidade para aumentar
consideravelmente os indices de cura de cancer é investir pesado na deteccdo precoce da
doenca (NOGUEIRA, 2009). A estimativa para o Brasil nos anos de 2016-2017, aponta a
ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer. Com exce¢do do cancer de pele nédo
melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), vao ocorrer cerca de 420 mil casos novos
de céancer. O perfil epidemioldgico observado assemelha-se ao da América Latina e do Caribe,
onde os canceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serdo 0s mais
recorrentes. Desconsiderando o0s casos de cancer de pele ndo melanoma, 0s tipos mais

frequentes em homens serdo prostata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estdmago
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(6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%),
colo do utero (7,9%), pulmdo (5,3%) e estdmago (3,7%) estardo entre 0s principais.
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017)

Assim, o desenvolvimento de um dispositivo de microdimensdes com eficiéncia para
deteccdo de concentragdes baixissimas e alta portabilidade seria de grande ajuda no combate a

uma doenga tdo devastadora quanto o cancer.

1.2. Objetivo

Com o propdsito de auxiliar no desenvolvimento de biossensores portateis para a
dosagem de marcadores de cancer, este trabalho tem por objetivo geral: elaborar e produzir
um sistema microfluidico contendo a rede de microcanais do sistema de diluicdo, o qual
podera ser utilizado na geracdo de perfis de concentracdo conhecidos da substéncia a ser
analisada, visando a integracdo em biossensores plasménicos baseados em arranjos de
nanoburacos.

Para que o objetivo geral seja alcancado, os seguintes objetivos especificos foram
estabelecidos:

e Conceber e projetar uma rede de microcanais com o auxilio de um software
CAD;

e Modelar o processo de diluicdo e implementa-lo no programa COMSOL
Multiphysics®;

e Verificar os perfis de velocidade e concentracdo de diversas substancias;

e Reproduzir em PDMS o sistema microfluidico projetado;

e Comparar a distribuicdo de concentracdo tedrica, obtida por meio da

modelagem e simulacdo, com os resultados experimentais.
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CAPITULO Il

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Dispositivos Microfluidicos

Convencionalmente os dispositivos microfluidicos sao fabricados em materiais de
vidro e silicio. Entretanto, a fabricacdo de dispositivos em polidimetilsiloxano (PDMS) por
soft-litografia tem se mostrado mais rapida e menos dispendiosa quando comparada com
outros métodos onde se aplicam solugdes aquosas (MCDONALD et al., 2000). A Figura 2

exemplifica um sistema microfluidico.

Figura 2 - Exemplos de microdispositivos. Dispositivo gerador de gradiente de concentracéo
(CGG) fabricado por meio da técnica de soft-litografia. (a) CGG para perfil de concentracdo

em forma de dente de serra e (b) CGG para perfil de concentracdo em forma de sino duplo.

—~ -

(b)

Fonte: (ZHOU et al., 2009)

Diferentes das escalas macroscépicas, outros efeitos fisicos sdo importantes no
dominio de microescalas. Propriedades de area de superficie do sistema, como a viscosidade e
a tensdo superficial, tornam-se mais importantes em comparacdo com propriedades de
volume, como a inércia. A transferéncia de massa é geralmente limitada pela difusdo, o fluxo

de fluido é quase sempre laminar. Como as duplas camadas elétricas contidas nas interfaces
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do sistema interagem com campos externos aplicados, os efeitos eletrocinéticos tornam-se
importantes. Como os sistemas sdo miniaturizados, o caminho livre médio do fluido pode se
tornar semelhante ao tamanho do sistema, tornando os efeitos de rarefagéo importantes. Com
nimeros de Knudsen moderados, (razdo entre o caminho livre médio e o tamanho do
sistema), ainda ha a possibilidade de usar as equacdes de Navier-Stokes para resolver o fluxo,
entretanto, sdo necessarias condi¢fes de contorno especiais que levam em conta o efeito do
deslizamento do fluido nas paredes (COMSOL, 2014a; SAHU; GOLIA; SEN, 2012).

Por meio de sistemas microfluidicos € possivel realizar um controle de velocidade e
concentracdo que proporcione um gradiente espacial e temporariamente estavel. Sistemas de
microcanais podem realizar o fendmeno de transporte por difusdo de forma répida e
compacta, intensificando o processo. Por meio de um escoamento laminar, sem turbuléncia, é
possivel manter um fluxo de diferentes concentracGes em pequenos capilares. Podem-se criar
diversos perfis de concentracdo controlando a composi¢cdo quimica de fluxos particulares de
entrada. Como séo necessarios pequenos volumes de amostras para realizacdo de uma analise,
este método é eficiente mesmo para substancias onerosas (DERTINGER et al., 2001; JEON et
al., 2000; KENIS; ISMAGILOVE; WHITESIDES, 1999; MILOZIC et al, 2014;
TAKAYAMA et al., 1999).

O pequeno ndmero de Reynolds indica fluxo laminar onde ocorre um ambiente
controlado de transferéncia de massa convectiva na direcdo do fluxo, mas em microcanais a
mistura pode ser conseguida unicamente por difusio (MILOZIC et al., 2014).

A microfluidica manipula liquidos e gases em canais com dimensdes transversais com
cerca de 10 — 100 um e tem seu desenvolvimento focado na miniaturizacdo de sistemas para
aplicacBes quimicas, bioldgicas e médicas. Essas aplicagdes sdo subdivididas em grandes
areas, como sistemas analiticos miniaturizados, dispositivos biomédicos, ferramentas para
guimica e bioguimica, e sistemas para investigacdo fundamental. De modo a obter sistemas
eficazes sdo necessarias caracteristicas especificas de aplicacdo, como propriedades dpticas e
quimicas de superficie e serem fabricados em materiais de custo reduzido (MCDONALD et
al., 2000).

Uma GC (cromatografia gasosa) miniaturizada foi o primeiro dispositivo
microfluidico desenvolvido. Seu desenvolvimento ocorreu em 1970 na Universidade de
Stanford (TERRY; JERMAN; ANGELL, 1979). Apesar desse sistema ndo ter sido ampliado,
a expansdo da tecnologia para a analise de misturas de macromoléculas complexas, como
DNA e proteinas em solugdes aquosas por CE (eletroforese capilar) e LC (cromatografia

liquida), foi estimulada pelo crescimento da biologia molecular, em especial a gendmica.
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Quatro laboratdrios analisaram sistemas microfluidicos inicialmente: os de Manz, Harrison,
Ramsey e Mathies. A tecnologia inicial empregada pela maioria para fabricacdo desses
sistemas iniciais foi derivada da microeletrénica, como a fotolitografia e a gravura em silicio e
vidro, devido ao desenvolvimento dessas tecnologias na época, mas esses materiais
apresentam algumas desvantagens. O silicio € relativamente oneroso e possui opacidade na
regido visivel/UV do espectro, ndo sendo adequado para sistemas que utilizam deteccdo
Optica. Embora o vidro seja transparente, possui a caracteristica de ser amorfo e menor
capacidade de corrosdo que o silicio. Mesmo que a producéo desses dispositivos possa ocorrer
em larga escala, dispositivos de silicio ou vidro necessitam de ambientes limpos para sua
confeccdo e elevadas tensbes ou temperaturas para sua selagem. Uma vantagem de
dispositivos com esses materiais € possuir a superficie com carga negativa que suporta fluxo
eletro-osmotico (EOF). Além disso, ocorre a limpeza da superficie na fabricacdo dos canais
por decapagem. Os sistemas fabricados em vidro mostraram eficiéncia quando empregado na
separacdo de sequéncias de DNA, mas ocorre adsor¢do quando utilizado com proteinas
(MCDONALD et al., 2000).

Os fluxos de fluidos em microcanais eram geralmente conduzidos por campo elétrico
e/ou gradiente de pressdo em processos dependentes da concentracdo. Quando utilizado
campo eletrico o fluido era conduzido eletrocineticamente, o que limitava a um solvente polar
e poderia ocasionar danos a amostra por aquecimento Joule. Para ser empregados em
mecanismos de ramificacdo, eram utilizados gradientes de pressao para impulsionar o fluido,
0 que requeria grandes comprimentos de misturas e ocasionava volumes mortos. Havia
grandes taxas de consumo de analito devido a alta taxa de fluxo. Mesmo assim, é mais
indicado utilizar o fluxo orientado por pressdo por apresentar pertinente facilidade,
flexibilidade de fabricacdo, ndo ser sensivel a contaminacdo de superficie, entre outras
vantagens. Quando o fluxo é inserido em fenda retangular gera uma complexidade adicional
pelo fato de o perfil parabolico de velocidade distribuir os analitos nas dimensdes
transversais. Outro fator é a distribuicdo por difusdo ser relativa ao gradiente de velocidade
referente a largura do microcanal. Logo, o mecanismo de dispersdo € o que dita a distribuicéo
da substancia analisada. Assim, comeca a serem investigados os fendmenos especificos para
escoamento lado-a-lado conduzidos por pressdao (CHEN; LAM, 2003).

O T-sensor € um dispositivo em formato de T e um exemplo de microdispositivo que,
por possuir microdimensdes e baixas vazGes volumétricas, apresenta pequeno ndmero de
Reynolds, podendo ser inferior a 1 (um). Sua formatacdo mais simples apresenta fluxos

percorrendo entradas separadas e fluindo adjacentemente. Conforme sua microescala, o fluxo
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é induzido a laminar ndo havendo mistura convectiva entre os fluxos. Portanto, moléculas
pequenas se difundem em um menor intervalo de tempo que moléculas grandes, em um
mesmo fluxo. A dimensdo de difusdo D é a dimensdo critica que limita a dimensdo de
interdifusdo, onde ocorre a difusdo entre as correntes. O valor de D fixa o tempo médio de
residéncia, assim como o comprimento do canal L, sua largura W e as taxas de fluxo de
entrada (KAMHOLZ et al., 1999).

Mudancas na cor ou fluorescéncia do sistema ao longo do fluxo podem corresponder a
alteracOes das propriedades quimicas e fisicas do sistema. Estudos recentes monitoram pH e
viscosidade de fluorescéncia da amostra. O T-sensor também vem sendo utilizado para aferir
concentracdes de moléculas eletricamente ativas e realizar separac@es eletroforéticas, além da

concentracdo, quando se adiciona eletrodos ao canal (KAMHOLZ et al., 1999).

2.1.1. Tecnicas de Fabricacéo

Microdispositivos possuem métodos de fabricacdo tipicos semelhantes a técnicas
desenvolvidas por inddstrias de semicondutores. Deste modo, sdo geralmente feitos de silicio,
porém, por meio de técnicas novas como fotolitografia, deposicdo quimica a vapor, usinagem
a laser e usinagem por eletrodescarga, possibilita a utilizacdo de outros materiais como
metais, ceramicas, vidros e plasticos (BEEBE; MENSING; WALKER, 2002; FLETCHER et
al., 2002; MCCREEDY, 2000; WEIGL; BARDELL; CABRERA, 2003). Os avangos
tecnoldgicos na fabricacdo de microdispositivos vém possibilitando um elevado grau de
complexidade em sua estrutura (AJMERA et al., 2002; BEEBE; MENSING; WALKER,
2002; SOUZA, 2007).

2.1.1.1.  Fotolitografia

A fotolitografia € uma das técnicas mais antigas quando se trata de microfabricacéo.
Inicia-se 0 processo quando é formada uma camada de SiO, sobre um disco de silicio
(substrato). Essa camada pode ser formada tanto por oxidacdo da superficie de silicio, quanto
pela deposicdo de uma camada de SiO, por deposi¢cdo quimica a vapor. Posteriormente,
cobre-se o disco com um polimero fotopolimerizavel sendo a mascara (Figura 3A) e entdo se
coloca, sobre o fotorresiste, um molde com o padrdo a ser atacado quimicamente. Em seguida,
0 disco € exposto a irradiacdo ultravioleta (Figura 3B). Caso a mascara utilizada for um

fotorresiste positivo, ocorrera a dissolu¢do do polimero nas areas expostas quando colocado o
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disco no revelador. Entretanto, se o fotorresiste for negativo, a exposicdo ultravioleta
acarretara na formacdo de ligagdes cruzadas das cadeias do polimero, fazendo com que as
areas ndo expostas se dissolvam no revelador. Em ambos os casos, a parte que ndo foi
revelada do fotorresiste ird proteger as areas cobertas contra o ataque quimico (Figura 3C e D)
(SOUZA, 2007).

Remove-se o fotorresiste remanescente apds as areas de SiO, expostas terem sido
atacadas quimicamente para formar os canais. Entédo, coloca-se o disco em uma fornalha que
contem moléculas gasosas do dopante desejado, que se difunde para o silicio exposto. O
dopante se difunde até uma profundidade desejada no disco (Figura 3E) e entdo se remove 0
disco e o cobre com SiO, por deposi¢do quimica a vapor. Essa série de passos de cobertura
por mascara, atague quimico, deposi¢do quimica a vapor e metalizagdo, prosseguem até que o
dispositivo almejado seja constituido (Figura 3 G) (FOGLER, 2009; SOUZA, 2007).

Figura 3 - Microfabricacao fotolitografica de canais em silicio.

* * o * * lascara
Fotomresiste S10, v

| -
| Silicio
Silicio

Silicio

 —
Silicio

(@)
Fonte: (FLETCHER et al., 2002)

2.1.1.2.  Deposicdo quimica a vapor

No método de deposigdo quimica a vapor um gas reage sobre uma superficie solida

formando um filme, podendo ser constituido por silicio, nitrato de silicio e vidro. Construcéo
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de méscara, membranas e camadas catalisadoras sdo aplicagdes comuns para esta técnica
(SOUZA, 2007).

2.1.1.3. Litografia branda

Também conhecida como soft-litografia, a litografia branda é um método comum
onde se usa a litografia tradicional criando um padrdo em uma camada de fotorresiste. Pode-
se preencher o padrdo com um polimero termo curdvel ou UV-curavel. Desta forma é possivel
criar maltiplas réplicas do equipamento desejado. Um material utilizado na maioria das
técnicas de litografia branda € o polimero polidimetilsiloxano (PDMS) que € um polimero
UV-curavel. Esta técnica € indicada para areas biologicas e biotecnologicas, onde as
operagdes acontecem comumente a temperatura e pressao ambientes e pH neutro (WEIGL;
BARDELL; CABRERA, 2003).

2.1.1.4. Microusinagem a laser

A microusinagem a laser evapora o material de uma superficie utilizando a incidéncia
de raio laser por pulsos curtos, provocando a formacdo de furos, até mesmo em materiais
duros como diamante. O procedimento ndo se restringe a usinagem subtrativa. E possivel a
construcdo de estruturas de trés dimensdes por meio da exploracdo da superficie com feixe de
raios laser em gas reativo (SOUZA, 2007).

2.1.15. Microusinagem por eletrodescarga

A técnica consiste em aplicar uma descarga elétrica que concentra o calor num ponto
determinado da superficie que cria um ponto quente (hot point) (12000°C) que evapora 0
substrato. Mantem-se o0 eletrodo a uma distancia aproximada de 25 micra do substrato, e
ficam imersos em um meio dielétrico. Aplicando um potencial elétrico adequado a alta
frequéncia, ocasiona a corrosdo do substrato. A rugosidade da superficie é inversamente

proporcional a frequéncia de aplicacdo deste potencial (SOUZA, 2007).

2.1.2. Aplicactes
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Os dispositivos microfluidicos possuem diversas aplicagdes em diversas areas. Sua
aplicacdo pode ser uma potencial ferramenta tanto para Sistemas Analiticos Miniaturizados
quanto para Gendmica e Protebmica. Tendo reproducdo rapida e de alta sensibilidade, suas
aplicacdes englobam desde impressdes digitais de DNA, passando por analise combinatoria,
forense, expressdo génica e interacOes de fluidos com matrizes genéticas. Abrange aplicacdes
em guerra biolégica e quimica como medida preventiva na deteccdo de patdgenos e toxinas.
Dentre as possiveis aplicagdes, incluem-se as analises clinicas, permitindo andlise rapida de
fluidos corporais, ou mesmo ensaios enzimaticos e deteccdo eletroquimica de apuracdo de
células. Dentre tantas areas com potencial utilizacdo de dispositivos microfluidicos como
ferramenta, podemos ainda citar o rastreio de alto rendimento (ensaios toxicoldgicos), testes
ambientais (analise in situ), dispositivos biomédicos ou implantaveis (monitoracéo ou entrega
in vivo), sintese organica em pequena escala, preparacdo de amostras, amplificacdo de acidos
nucleicos, dindmica de fluidos (EOF e laminar em pequenos canais), reacfes quimicas,
sistemas biomiméticos ou ainda a deteccdo de moléculas individuais (MCDONALD et al.,
2000). Alguns procedimentos biologicos que podem ser miniaturizados em redes de
microfluidos incluem imunoensaios, separacdo de proteina e DNA, selecdo e manipulacéo de
células, estudos de células em canais micro expostos a fluxos laminares, entre outros (SIA;
WHITESIDES, 2003).

Dispositivos em forma de Y sdo utilizados para analises do comportamento da
variacdo de concentracdo entre dois ou mais fluxos em seu interior. O fluxo € estritamente
laminar ocorrendo o transporte de massa lado-a-lado por difusdo sendo o nimero de Reynolds
muito pequenos. BRODY; KAMHOLZ; YAGER, (1997) apresentaram exemplos desses
dispositivos microfluidicos em processos bioldgicos. (KAMHOLZ et al., 1999) expuseram
modelos de analise unidimensional descrevendo quantitativamente a difusdo molecular no
microcanal com sensor T. Continuamente, foi realizada uma anélise tedrica da lei de escala na
auséncia de difusdo axial no sensor T baseada na difusdo molecular por Kamholz and Yager
(2001). A difusdo molecular entre dois fluxos laminar de pressdo dirigida em elevado nimero
de Péclet foi quantificado experimentalmente e teoricamente por Ismagilov et al. (2000).
Empregaram-se métodos de elemento e diferencas finitas para resolver as equacbes de
Navier-Stokes acopladas a equacdo de difusdo e conveccdo, descrevendo transporte de massa
entre fluxos de liquidos similares (CHEN; LAM, 2003; MILOZIC et al., 2014; SAHU;
GOLIA; SEN, 2012).

Alguns autores projetaram dispositivos em PDMS usando prototipagem rapida e soft-
litografia (DERTINGER et al., 2001; JEON et al., 2000; ZHOU et al., 2009), mas também héa



32

pesquisas realizadas com vidro (KOCH et al, 1998; MILOZIC et al, 2014), em
polimetilmetacrilato (PMMA) (SAHU; GOLIA; SEN, 2012) e silicio (KAMHOLZ et al.,
1999; KOCH et al., 1998). Utilizaram bomba de seringa na entrada do dispositivo para inserir
o fluido (DERTINGER et al., 2001; KAMHOLZ et al., 1999; MILOZIC et al., 2014) ou na
saida para gerar um vacuo dentro do dispositivo, induzindo a saida do fluido (SAHU;
GOLIA; SEN, 2012). Buscavam demonstrar por meio da rede de microcanais gradiente de
concentracdo estaticos e dinamicos.

A partir de microdispositivos de trés entradas (JEON et al., 2000; ZHOU et al., 2009)
obtiveram resultados condizentes com o calculado, utilizando trés velocidades de entrada
diferentes. Assim, concluiu-se que diferentes velocidades de entrada geram diferentes
gradientes de concentracdo para uma mesma concentracdo de entrada (CHEN; LAM, 2003;
JEON et al., 2000; SAHU; GOLIA; SEN, 2012). Observou-se que a mistura é altamente
dependente do numero de Reynolds (KOCH et al., 1998; VIRK; HOLDO, 2008), pois
conforme se aumenta esse nimero, é necessario um maior comprimento de canal para obter o
mesmo grau de mistura. Além disso, 0 comprimento de mistura necessario reduz linearmente
com o aumento do coeficiente de difusdo, o0 que esta de acordo com a teoria do
micromisturador (SAHU; GOLIA; SEN, 2012; VIRK; HOLDO, 2008).

Autores descobriram que os perfis de concentracdo gerados na saida da rede de
microcanais poderiam ser descritos por polinémios de segunda ordem (por terem trés canais
de entrada), pois perfis de concentracdo de qualquer rede de microcanais de ordem n com
qualquer fluxo de entrada é definido por um polindmio de ordem n-1. Obtiveram alta
coeréncia entre os dados de concentracdo calculados e os aferidos experimentalmente pela
rede de microfluidos (DERTINGER et al., 2001).

Estudos realizados em microcanais com juncdo em Y (SAHU; GOLIA; SEN, 2012,
ZHOU et al., 2009), escoando em fluxo de Stoke (CHEN; LAM, 2003), apresentaram uma
descricdo teorica do processo de conveccao-difusdao em sistemas homogéneos permitindo a
estimativa do coeficiente de difusio (MILOZIC et al., 2014). Para tal foi utilizado analises
numéricas de diferencas finitas, ou seja, os métodos implicitos, explicitos e de Crank-
Nicolson foram realizados e analisados no mesmo dominio para verificar 0os modelos
propostos. Valores de concentracdo de saida foram obtidos por meio de espectrofotémetro
(MILOZIC et al., 2014).

Além dos testes laboratoriais, MILOZIC et al., (2014) calcularam o coeficiente de

difusividade a partir das correlagdes de Wilke-Chang, Scheibel e Siddigi-Lucas. Os métodos
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analisados apresentaram solucGes estaveis com certa variacao entre 5 até 20%, de acordo com
as interagdes e com a malha pré-definida.

CHEN; LAM, (2003) compararam o perfil de concentragdo do analito na saida da
secdo com e sem difusdo axial e dispersdo de Taylor-Aris. Observou-se que a difusédo na
direcdo radial muda drasticamente com a consideracdo da dispersdo de Taylor-Aris. 1sso
porque a difusividade efetiva pode ser maior em ordens de magnitude do que o fluxo
convectivo puro, devido a distribuicdo ndo homogénea da velocidade na direcdo axial. De
fato, na direcdo do fluxo no eixo principal a difusdo molecular apresentou pouco efeito no
fluxo convectivo puro.

Em testes realizados em microcanais com ranhuras assimétricas na parte inferior,
introduzindo um componente transversal ao fluxo, ha um aumento tanto na area de contato
entre as duas correntes, quanto na taxa difusora. A insercdo de microesferas nos microcanais,
fazendo com que o fluido percorra os espagos entre elas, também resulta em maior mistura do
fluido (SIA; WHITESIDES, 2003).

Foram utilizadas analises teoricas, experimentais e simulagdes computacionais em
COMSOL Multiphysics 4.0 para comparagdo de resultados de dispositivos em Y, possuindo
malha computacional triangular acoplado a um solver ndo linear em estado estacionario. Os
autores validaram o modelo numérico comparando o resultado da simulagdo com o resultado
reportado por VIRK; HOLDO, (2008) encontrando uma equivaléncia de cerca de 5% (SAHU;
GOLIA; SEN, 2012).

Testes realizados em dispositivos em T de silicio foram comparados a modelos
analiticos e computacionais em Matlab® onde combinou dados experimentais com modelo
analitico descrevendo quantitativamente interagdes moleculares em um microcanal. Os
melhores ajustes apresentaram erros de 5%. O valor do coeficiente de difusividade encontrado
é aproximadamente o dobro do dito na literatura. A explicacdo mais provavel para esta
discrepancia € a presenca de interacGes de parede por ambas as moléculas de HSA e AB580
utilizadas nos testes, alterando a difusividade local (KAMHOLZ et al., 1999).

O estudo de micromisturas de gases de diferentes viscosidades em dispositivos em T
mostrou que o aumento da velocidade do fluxo ocasiona o aumento do comprimento de
difusdo, como acontece em liquidos. Além disso, o angulo entre os canais de entrada nao
alterou significativamente o desempenho da mistura, porém o estrangulamento do canal reduz
consideravelmente o comprimento de mistura. Ainda descobriram gque 0os comprimentos de

misturas para simulagcdes em 2D sdo menores comparadas as simula¢des 3D, isso devido as
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tensbes de cisalhamento serem maiores no simulador 3D por apresentar quatro paredes
(GOBBY; ANGELI; GAVRIILIDIS, 2001).

Em microcanais de difusdo de moléculas de baixo peso molecular em solu¢do aquosa
com fluxo laminar e nimero de Péclet alto, os autores demonstraram experimentalmente que
a extensdo da mistura difusiva transversal através da interface entre os fluidos é proporcional
a um terco da distancia axial ao longo do canal, no estado estacionario préximo as paredes
superior e inferior, e inversamente proporcional a um ter¢o da velocidade méaxima do fluxo.
Além disso, no meio do canal onde a velocidade é praticamente uniforme, a extensdo dessa
mistura é proporcional a metade da velocidade média do fluxo (ISMAGILOV et al., 2000).

Algumas pesquisas buscaram o estudo de mistura parcial de fluidos em fluxo laminar
para gerar gradientes de concentrac6es capazes de construir perfis complexos de concentracéo
quimica combinando lateralmente os perfis constituintes em misturadores em forma de Y e .
Assim, apresentam estruturas de rede simples e confiabilidade de dispositivo aprimorada
(ZHOU et al., 2009).

Dispositivos microfluidico ainda puderam ser utilizados para testar amostras de sangue
ndo tratadas em ensaios quimicos complexos. Os autores descreveram o0s efeitos
microscopicos em um dispositivo projetado para extrair proteina de sangue por difusdo e
filtracdo seletivas. Os resultados foram obtidos por meio de microscopia de video e imagens
de fluorescéncia (BRODY; KAMHOLZ; YAGER, 1997).

Com base em diversos estudos de microdispositivos variados usando diferentes
materiais para sua confeccdo, a utilizacdo de novos tipos de materiais como polimeros tem
aumentado intensamente. Além de ser mais barato que o vidro e o silicio, 0os canais em
polimeros podem ser moldados tanto por moldagem convencional quanto por estampagem
selando termicamente ou por meio de adesivos. Contudo eles sdo mais suscetiveis a solventes
organicos com baixo peso molar e incompativeis com temperaturas altas. Por isso deve-se ter
um cuidado maior no controle quimico de superficie (MCDONALD et al., 2000; SIA;
WHITESIDES, 2003).

Assim, estudos vém sendo aprimorados de modo a descobrir novas técnicas e matérias
para a fabricacdo de dispositivos microfluidicos para o devido emprego em areas

diferenciadas.

2.1.3. PDMS
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Na fabricacdo de microcanais um excelente material para ser utilizado é o PDMS. Ele
é adequado para solugBes aquosas contendo amostras bioldgicas por apresentar diversas
caracteristicas vantajosas, tais como: capacidade de ser confeccionado em microescala com
alta fidelidade por meio de moldagem em réplicas; ser opticamente transparente até 280 nm,
podendo ser utilizado em UV/vis absorbancia e fluorescéncia, compativel com diversos
métodos Opticos de deteccdo; apresentar baixas temperaturas de selagem; ndo ser toxico;
poder ser implantado in vivo; ser deformado de modo reversivel; ser reversivelmente vedado
em si mesmo ou outros materiais por interagOes intermoleculares (van der Walls); realizar
ligagdes irreversiveis por ligacdes covalentes através de exposicdo a oxidacdo plasmatica; ter
composicdo quimica controlavel; ser elastomérico (possui propriedades elasticas); ser
impermeavel; abrandar superficies ndo planas; e desfazer-se de moldes delicados sem
danificar a si mesmo nem ao molde (LIMA, 2010; MCDONALD et al., 2000; SIA;
WHITESIDES, 2003).

Na estrutura do PDMS ha repetidas unidades -OSi(CH3),- fazendo a superficie
hidrofobica devido aos grupos CHs, resultando em fraca molhabilidade com solventes
aquosos, 0 que torna os microcanais sensiveis a retencdo de bolhas de ar que deixam a
superficie predisposta a absorcdo de proteinas e células ndo especificas (SIA; WHITESIDES,
2003).

Para fabricacao de dispositivos microfluidicos em PDMS, aspectos como a velocidade
de fabricacdo do modelo, parametros do projeto e disponibilidade dos componentes devem ser

levadas em consideracéo.

2.2.  Microdispositivos para Deteccdo de Marcadores de Cancer

Devido a existéncia de tantos tipos de cancer e a cada vez maior recorréncia dessa
doenca na populacdo de todo o planeta, se faz necessario o estudo de dispositivos de deteccao
da maioria dos tipos de cancer de modo precoce, para que assim seja tratado o mais cedo
possivel, aumentando significativamente as chances de cura dessa doenca letal, na maioria
dos casos. Assim, a otimizacdo e miniaturizacdo de dispositivos de deteccdo precoce de
células cancerigenas € extremamente importante para o auxilio de cura dessa doenca.

Marcadores tumorais sdo macromoléculas encontradas em tumores, no sangue ou
presentes em liquidos bioldgicos, sendo seu aparecimento e/ou alteracbes de suas
concentracdes ligadas & origem e crescimento de células neoplasticas. Essas substancias sdo

utilizadas como indicadores da presenca de cancer, podendo ser produzidas diretamente pelo
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tumor ou como reacdo do organismo. Em sua maioria, 0s marcadores tumorais sdo proteinas
inteiras ou pedacos, onde se podem incluir antigenos de superficie celular, proteinas
citoplasmaticas, enzimas e horménios (ALMEIDA et al., 2007).

Dentre os principais marcadores tumorais estdo: AFP (alfafetoproteina); MCA
(antigeno mucoide associado ao carcinoma); Cromogranina A; BTA (antigeno tumoral da
bexiga); Telomerase; NMP22 (proteina da matriz nuclear); Cyfra 21.1; PAP (Fosfatase Acida
Prostética); CA 72.4; R-HCG (gonadotrofina coridnica humana); CA 125; CA 15.3; CA 19.9;
CA 27.29; CA 50; Calcitonina; Catepsina D; CEA (antigeno carcinoembrionéario); C-erbB-2
(oncogene); LDH (desidrogenase latica); K-ras; NSE (Enolase Neur6nio- Especifica); PSA
(antigeno prostatico especifico); p53 e B2-Microglobulina (ALMEIDA et al., 2007; LIMA,
2010). Na Tabela 1 esta apresentada uma lista resumida contendo alguns dos marcadores de
cancer ja identificados e o tipo de cancer que pode ser detectado com por meio da sua

dosagem.

Tabela 1 - Biomarcadores associados ao diagnostico e prognostico de cancer.

Tipo de Céancer Biomarcador
Bexiga FDP, BAT, NMP22, Ha-Hase, BLCA-4, CYFRA 21-1
Colo e Pancreas CEA, CA 19-9, CA24-2, p53, HNPCC, FAP
Leucemia Anormalidades Cromossdmicas
CEA, CA 125, CA 15-3, CEABRCAL, BRCA2, MUC-1, NY-BR-1, ING-1,
Mama BRCA %, Receptores de Estrdgeno e Progesterona
Pele NY-ESO-1, Tirosinase
Prostata PSA, PAP
Pulméo CEA, CA 19-9, NY-ESO-1, SCC, CYFRA21-1, NSE CA
Ovario CA 125, CEA, AFP, hCG, p53, BRCA ¥

Fonte: (LIMA, 2010)

Os marcadores tumorais sdo utilizados para: triagem populacional; diagndstico
diferencial em pacientes sintomaticos; estadiamento clinico; estabelecimento do diagndéstico;
monitorizacdo da eficiéncia terapéutica; localizacdo de metastases; tratamento
(imunorradioterapia); e deteccao precoce (ALMEIDA et al., 2007).

Os sistemas analiticos miniaturizados ocasionam uma maior performance analitica em
aplicagdes clinicas. Também sdo essenciais no desenvolvimento de dispositivos point-of-care,

que sdo sistemas integrados com a capacidade de processar amostras clinicas em campo,
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como em ambuléncias, consultérios e nas proprias casas, podendo detectar diferentes tipos de
biomarcadores (LIMA, 2010).

Os autores Kojima et al. (2003) desenvolveram um microdispositivo utilizando vidro
como substrato e biossensor voltamétrico integrado para detectarem AFP em batelada. Esse
dispositivo possuia dimensfes de 17 mm X 17 mm e canais de ordem de 30 pm X 30 um. J&
Tsukagoshi, Jinno, and Nakajima (2005) projetaram um uTAS que integrava um
imunossensor, EOF e transdu¢do por quimiluminescéncia. Imobilizaram o biorreceptor em
um dos reservatorios de injecdo, fazendo com que as biomoléculas alvo complexadas e livres
fossem separadas pelo EOF depois de incubarem a amostra por um tempo pré-determinado. O
microdispositivo possuia dimensdes de 12,5 mm X 35 mm contendo canais de 20 um de
profundidade e 50 pm de largura. Validou-se esse método por meio de aplicagdo em
complexos HSA/ANTI-HSA (biorreceptor) e IAP/ANTI-IAP(biorreceptor). Posteriormente,
um transistor tipo-p de efeito de campo aliando nanotubo de carbono (CNTFET) em
combinagdo com anticorpo monoclonal especifico ao biomarcador IGF1R foi projetado por
Teker (2008). Os eletrodos foram integrados aos nanotubos separados por 1 a 4 pum, por
técnica de automontagem eletroforética, sendo aplicados 4 pL de padrdo/amostra nos
experimentos sobre o CNTFET. Apds, Choi and Chae (2009) expuseram um dispositivo
microfluidico de vidro/PDMS fundamentado em SPR e reacdes proteicas concorrentes de
adsorcao/dessorcdo, ocorrendo durante as analises desconsiderando, assim, etapas de
funcionalizacdo de superficie. Com base nas diferentes forcas de adsorcdo das proteinas
imunoglobulina G, fibrinogénio e tiroglobulina (Tg) sobre Au (eletrodos depositados em
vidro), houve a possibilidade de se determinar em fluxo de Tg; biomarcador do cancer
diferenciado da tireoide (DTC). O dispositivo possuia canais confeccionados em PDMS tendo
largura de 2,1 mm e sua vazao variou entre 5 e 10 uL/min (LIMA, 2010).

Deste modo, ha a busca por dispositivos microfluidicos cada vez mais eficientes para a
deteccdo de células cancerigenas em concentracGes cada vez menores. Assim, serd possivel a
deteccdo da presenca de cancer cada vez mais precocemente. Esses microdipositivos podem
ser rapidamente produzidos e replicados por meio de uma técnica de microfabricacao

denominada soft-litografia.

2.3. Microfabricacéo por soft-litografia

A soft-litografia € um conjunto de técnicas ndo-fotolitogréficas de repeticdo de um

modelo. O agente de transferéncia padrdo € geralmente uma estrutura elastomérica com
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padrdes em baixo relevo. Além de possibilitar a reprodugdo de materiais curvos, esta técnica
ndo exige grandes assepsias para reproducdo da maioria das disposi¢fes microfluidicas
(BEEBE; MENSING; WALKER, 2002; MCDONALD et al., 2000).

Esta técnica é realizada em moldes de prototipagem rapida e réplicas e sdo mais
acessiveis a pesquisadores de bancada, tanto pelas dimensdes, quanto por ndo necessitarem de
ambientes extremamente limpos (MCDONALD et al., 2000).

2.3.1. Prototipagem rapida

A prototipagem répida inicia-se com a criacdo do modelo virtual em um software
CAD. O projeto é impresso em uma transparéncia em alta resolu¢do que sera utilizada como
foto-mascara. Uma fina camada de material fotosensitivo, como epoxi fotocuravel SU-8, é
posto em cima de uma placa de silicio em rotacéo para se espalhar em toda a placa. O material
fotosensitivo é exposto a luz ultravioleta contendo a foto-méascara em sua superficie, entdo um
agente revelador € utilizado para dissolver as regifes ndo expostas. As regides ndo dissolvidas
ficam em alto relevo. A partir desse relevo matriz serdo produzidos dispositivos em PDMS.
Matrizes fotoresistentes podem ser utilizadas indefinidamente, a ndo ser que o pesquisador
quebre a placa ou o fotoresistente se desloque da placa. Pode-se prolongar sua vida util
replicando a matriz com poliuretano duro, por exemplo (MCDONALD et al., 2000; SIA;
WHITESIDES, 2003).

Comparado a métodos que utilizam méscara de cromo na fase de fotolitografia, que
levam até semanas e podem ser de 20 a 100 vezes mais dispendiosa, este método é conhecido
principalmente pela reducdo de tempo e custo na realizacdo de testes. Entretanto, a sua
transparéncia apresenta uma resolu¢cdo mais baixa (> 20 um) que a mascara de cromo
(~ 500 nm) (MCDONALD et al., 2000).

2.3.2. Replica de moldagem

A réplica de moldagem é simplesmente a introducdo do pré-polimero, no caso o
PDMS, na matriz gerando uma réplica negativa, ou seja, 0s canais em PDMS sdo gerados a
partir dos relevos positivos da matriz. Quando o polimero € inserido no molde, é curado a
60°C por 1 hora. Apés, é retirado cuidadosamente. Entéo é feita cavidades de entrada e saida
no dispositivo usando um furador, para o fluido poder ser inserido (MCDONALD et al.,
2000).
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2.3.3. Vedacgéo

A réplica de moldagem em PDMS apresenta canais abertos com trés paredes sendo
necessaria uma quarta parede selando o dispositivo. A selagem pode ser feita com 0 mesmo
material, sendo que todas as paredes dos canais seriam de PDMS, ou outro material, como o
vidro. Esta selagem pode ocorrer de forma reversivel, usando superficies planas de seu
préprio material ou outras através de ligacGes de van der Waals, ou de forma irreversivel se as
duas superficies sdo materiais a base de Si e foram oxidados por plasma antes do contato
(formando uma ligacéo covalente O — Si — 0). Ao contrario do vidro e silicio que necessitam
de altas temperaturas para realizar a selagem, nesse sistema ela € impermeéavel e realizada em
condigdes ambientes. A vedagdo reversivel ndo suporta altas pressdes nos capilares (> 5 psi)
e a remocdo da selagem gera praticamente nenhum residuo ou degradacdo do material,
possibilitando novas selagens. A partir de uma Unica placa mestre pode-se realizar diversas
replicas, sem a necessidade de uma sala com alta assepsia. Esse conjunto de procedimentos
descritos para a confeccdo da rede de microcanais em PDMS pode ser realizada com outros
elastdmeros, como poliuretano e epoxi (MCDONALD et al., 2000; SIA; WHITESIDES,
2003).

2.4. Revisdo para Modelagem

A confeccdo de um microssistema de diluicdo deve ser precedida de uma abordagem
matematica. Essa abordagem auxilia na compreensao dos fenémenos de transporte envolvidos
no processo em microescala e permite a realizacdo do projeto da rede de microcanais sem a
necessidade da confeccdo de uma grande quantidade de protdtipos para que o resultado
desejado seja alcancado.

Nesse sentido, a modelagem fenomenoldgica do processo, acompanhada de
simulacBes diversas, torna-se imprescindivel para que os objetivos sejam atingidos mais

rapidamente.

2.4.1. Fenbmenos de Transporte

Os estudos em fenbmenos de transporte englobam trés fenbmenos: dindmica dos

fluidos, que implica no transporte de quantidade de movimento, transferéncia de calor, que
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envolve o transporte de energia, e a transferéncia de massa. Os trés fendbmenos apresentam
equacdes basicas intimamente relacionadas e similares, o que permite a resolucdo de diversos
casos por analogia. Além disso, os fendmenos podem ser estudados em niveis macroscépicos,
microscopicos e moleculares. Esses estudos se desenvolveram de modo independente dos
outros ramos da fisica classica e ganharam espaco em areas da engenharia, além de aplicacdes
em areas como biotecnologia, nanotecnologia, ciéncia de polimeros e microeletrénica. Por um
longo periodo os processos fenomenoldgicos foram considerados problemas matematicos,
entretanto ele é mais significantemente um problema fisico. De modo fundamental, os
fenbmenos abrangem os principios de conservacdo em combinacdo com expressdes
constitutivas que descrevem o fluxo. Em atividade os fendmenos ocorrem simultaneamente e,
como tal, sdo estudados. Os estudos de fenémenos isolados descrevem uma excecdo, e nao
uma regra (BIRD; STEWART; LIGHTFOQOT, 2004).

Podem-se expressar matematicamente as leis de conservacdo e suas relacGes
constitutivas na mecénica do continuo por meio de equagdes diferenciais (FEYNMAN;
LEIGHTON; SANDS, 1964). Para resolucdo dessas equacdes € incorporado ao estudo suas
devidas condicdes de contorno e iniciais.

No presente trabalho é estudado apenas os fenémenos de transferéncia de massa e de

momento, devido ao sistema ndo apresentar aquecimento, resfriamento ou geracédo de calor.

24.1.1. Interacdo entre os Fendmenos de Transporte

Os fendmenos de transporte raramente ocorrem sozinhos na natureza, sempre havendo
o envolvimento de pelo menos dois deles. As movimentaces moleculares de interacdo que
ocorre em todas as substancias sdo responsaveis pelos fendmenos de viscosidade,
condutividade térmica e difuséo.

Um gradiente de potencial é criado de forma que ocorram os fendmenos de transporte.
Este gradiente pode ser a concentracdo, a tensdo de cisalhamento ou a temperatura que estao
relacionadas, respectivamente, com o transporte de massa, transporte de quantidade de
movimento e transporte de energia.

As leis de conservacdo que governam os trés diferentes transportes sdo analogas entre
si e derivam de principios simples. As equagdes de balanco dos trés fendmenos podem ser
relacionadas com suas respectivas equag0es constitutivas: as equacdes de fluxo.

Inicialmente é apresentado o conceito de fluxo, representado na forma de fluxo

massico na Equacéo (1).
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Ji = Li.
(] “
1 2

w{

(1)
Onde o termo 1 representa o fluxo vetorial da espécie i, 2 representa o coeficiente cinético da
espécie i (constante de proporcionalidade) e 3 representa a forga motriz vetorial. O fluxo é
uma grandeza vetorial que possui unidade de quantidade da grandeza transportada por area
por tempo.

Os fenbmenos de transporte possuem uma equacdo constitutiva associada a cada
fendmeno. O transporte de massa esta associado a Lei de Fick, o transporte de quantidade de
movimento estd associado a Lei de Newton da viscosidade e o transporte de calor esta
associado a Lei de Fourier da conducdo. Devemos tratar sempre o fluido como continuo para
que as equacdes de transporte e suas constituidas possam ser validas. A Tabela 2 associa cada

fendmeno a sua respectiva equacéo constitutiva.

Tabela 2 - Equac6es de balanco e constitutivas relacionadas com os respectivos transportes.

) Nome da Equacéo o o Nome da Equacéo de
Fendmeno o Coeficiente Cinético
Constitutiva Balanco
Lei de Fourier da Condutividade Primeira lei da
Transporte de Calor 3 o .
conducéo de calor térmica termodindmica
Equacéo da

Transporte de Massa  Lei da difuséo de Fick Coeficiente de difusdo )
conservagéo da massa

Transporte de ] ]
) Lei de Newton da o L Segunda lei de
Quantidade de ] ] Viscosidade dindmica
) viscosidade Newton
Movimento

Fonte: (Autora, 2016)

As equacOes de balanco que representam os trés fenbmenos podem ser obtidas de
forma genérica para um elemento de volume.

Os fenbmenos de transporte sdo bastante semelhantes na forma de andlise de seus
volumes de controle. Temos como exemplo uma determinada quantidade ¢ que é conservada
em um sistema. Para os trés fendmenos é considerado um volume de controle de dimensdes
Ax, Ay e Az, conforme indicados na no qual existe um fluxo dado por um vetor j =

UxsJy,Jz)- Esse vetor também pode ser utilizado em coordenadas cilindricas (r,0,z) e

esféricas (r, 8, ¢) de acordo com o sistema estudado.
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No volume de controle da é aplicado um balango de entrada e saida, podendo ser de
quantidade de massa, quantidade de movimento ou energia. De forma genérica podemos

representar essa quantidade por ¢. Assim, o balango é representado na forma da Equacéo (2).

Figura 4 - Volume de controle.

VA

n

Ax

Az X

v

L 3

Jx

7 T
W | Jz
Fonte: Autora, 2016.
Taxa de ¢ que

entra no volume
de controle

Taxa de geracdo ou
consumo de @
no volume de controle

Taxa de ¢ que
sai do volume
de controle

+

. )
Acumulo de ¢
= | novolume
de controle
Que matematicamente, na direcdo x, torna-se:
- (AyAZ(jx,x+Ax - jx,x) + AXAZ(].y,y+Ay - jy,y) + AxAy(jZ,Z+AZ - jz,z))
_ ©)
Peear — Pt

+ AxAyAzR, = AxAyAz AL

Sendo j,, O representante do fluxo de direcdo x atraves de uma superficie
perpendicular a direcéo x, € j, x+ax 0 Mesmo fluxo com uma variagdo de Ax. Analogamente
para os outros fluxos. R, € a geracdo ou consumo de ¢ no sistema. O termo a direita na
Equacdo (3) é o termo de acimulo de ¢ ap6s um determinado tempo t.

Podemos entdo dividir a Equacdo (3) pelo volume de controle AxAyAz e tomar o
limite quando cada uma das varia¢des tende a zero, obtendo assim:

_(%+?_;+%)+RA:§_<§ @

Reescrevendo a Equacdo (4) em notacdo vetorial, utilizando o operador diferencial,

obtemos a Equagéo (5).
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do
Vi = 5
6t+v] R,=0 (5)

Essa equacdo € valida apenas quando respeitada a hipétese do continuo. A
Equacdo (5), por ser uma equacdo diferencial parcial, é expressa como uma variacdo da
variavel dependente, de acordo com a variagdo de uma varidvel independente por vez (BIRD;
STEWART; LIGHTFOQT, 2004).

A partir das solucgdes dos fendmenos em conjunto é possivel estimar com uma margem
consideravel de veracidade os dados de pressdo, velocidade e variacdo de concentracdo de
todo um sistema a partir de dados de condigdes de contorno, condic¢des iniciais e de geometria
especifica.

2.4.1.2.  Transporte de massa

O transporte de massa de um ponto a outro no sistema € descrito como a transferéncia
de massa que pode ocorrer em apenas uma fase ou entre fronteiras de fases em sistemas
contendo uma ou mais fases. Seu estudo em um determinado sistema possibilita o calculo do
fluxo e distribuicdo de massa de diversas espéecies ao longo de um determinado tempo e
espaco. Os problemas de engenharia apresentam mais comumente transferéncia entre fases
fluidas (liquida ou gasosa), porém a transferéncia de massa também pode ocorrer em fase
solida. Além disso, a transferéncia de massa pode ocorrer simultaneamente a reacdes
quimicas fazendo com que a espécie quimica possa ser produzida ou consumida durante o
processo. Isso acarreta na ndo necessaria conservacdo de volume do elemento. (BIRD;
STEWART; LIGHTFOOT, 2004).

A equacdo da conservacdo de massa descreve o transporte de massa. Ela é também
conhecida como a equacao da continuidade. Para se deduzir a equacao da continuidade aplica-
se a metodologia apresentada na secdo 2.4.1.1. Para tal, faz-se um balango de massa em um
elemento de volume fixo no espaco por onde escoa o fluxo (Figura 4).

A Equacdo (6) é a equacdo da conservacdo de massa na forma global em termos
massicos (equacdo da continuidade) e a Equacéo (7) esta em termos molares para uma espécie
quimica A.

dp
at

dc,
at

+(V-pv) =0 (6)

=—(V-J)+R, (7)
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a .
Sendo a—’t) a taxa de aumento de massa por unidade de volume; V- pv o fluxo de massa; c, a

concentracdo molar da espécie A; J, o fluxo molar da espécie A; e R, a taxa de geragdo da
espécie. As equacdes da continuidade apresentadas descrevem a taxa de variagdo de massa
especifica de fluido de forma temporal em uma determinada posi¢ao do espago.
Quando o fluxo é incompressivel a massa especifica é constante. Assim, a equacao da
continuidade torna-se:
V-v=0 (8)

24.1.2.1. LeideFick

A lei de Fick é utilizada para explicar a transferéncia de massa entre qualquer mistura
binaria solida, liquida ou gasosa, desde que o fluxo seja definido como fluxo de massa
relativo a velocidade da mistura. Ela apresenta o transporte molecular de uma substancia
relativo a outra, conhecido como difusdo, e o transporte de massa por movimento
macroscopico do fluido, conhecido como convecgdo. A Equacédo (9) é a equacao da primeira
lei de Fick na forma vetorial em unidades massicas e a Equacéo (10) é a equacdo da primeira

lei de Fick para difusdo binaria na forma de fluxo combinado em unidades molares.

Ja=—pDypVw, (9)
0x,
NAZ = _CDAB—+xA(NAZ+NBZ)

e — 9z (10)

fluxo

. fluxo ,

combinado convectivo
molecular

Sendo j, o fluxo vetorial méssico da espécie A relativo a velocidade da mistura, p a massa
especifica do sistema, D, a difusividade de A em relacdo a B, Vw, é o gradiente da fracdo
massica de A, Ny, e Npg, 0s fluxos massicos dos compostos A e B na dire¢do z,
respectivamente, ¢ € a concentracdo da espécie e x4 é a fracdo molar do composto A.

A difusdo entre compostos desempenha um papel muito importante em muitas
aplicacBes. Sistemas de microcanais podem realizar esse fenbmeno de transporte de forma
rapida e compacta que podem intensificar o processo. Havendo baixo niumero de Reynolds
indica fluxo laminar onde ocorre um ambiente controlado de transferéncia de massa
convectiva na dire¢cdo do fluxo. Assim se faz necessaria a analise quantitativa da rede de
microcanais para otimizacao de sistemas difusivos microfluidicos (MILOZIC et al., 2014).

Em um fluxo laminar no estado estacionario, os campos de velocidade ndo se cruzam,

simplificando o modelo, diferentemente para fluxo turbulento. Para fluxo laminar, a
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conveccao transporta massa somente tangencialmente a velocidade, ou seja, ao longo das
linhas de velocidade, ndo podendo haver transferéncia de massa por conveccdo entre as
camadas adjacentes do fluido. Em equilibrio, o fluxo laminar apresenta transferéncia de massa
apenas por difusdo (COMSOL, 2014a).

2.4.1.2.2. Difusao

Para haver a difusdo de dois compostos a uma distancia {, uma particula do composto

a ser diluido necessita de um tempo t dado pela Equacéo (11).

| = V2Dt (11)
na qual o coeficiente de difusdo D € dado pela relacdo de Stokes-Einstein apresentada na
Equacdo (12), quando considerada a condicdo de ndo deslizamento (BIRD; STEWART;
LIGHTFOOT, 2004; BRODY; KAMHOLZ; YAGER, 1997).

_ kT
~ 6rmua

(12)

Este coeficiente é funcdo da viscosidade absoluta do solvente u, da temperatura T, da
constante de Boltzman k (k = 1,38066-10723]J/K) (BIRD; STEWART; LIGHTFOOT,
2004; LOPES, 2011) e do tamanho da particula a (raio da particula). Assim, particulas
maiores possuem coeficiente de difusdo menor e necessitam de maior distancia para se
difundirem (BRODY; KAMHOLZ; YAGER, 1997; VIRK; HOLDO, 2008). Este coeficiente
depende da viscosidade local, que, por sua vez, depende da concentracdo local de todo o
analito (Kamholz et al. 1999). A difusividade de algumas particulas pode ser pequena devido
ao seu grande tamanho ocasionando uma difusdo lenta, assim, o nimero de Péclet, que
quantifica a importancia do termo convectivo de acordo com o difusivo, muitas vezes é
grande para esses fluxos (KIRBY, 2010).

2.4.1.3.  Transporte de quantidade de movimento

Aplica-se um balanco de quantidade de movimento em um elemento de volume
definido (Figura 4), por onde escoa um fluido, de modo a se deduzir a equacdo do movimento.
O modo como a equacéo é deduzida foi apresentado na secéo 2.4.1.1.

A Equacdo (13) expressa a equagdo do movimento na forma vetorial.

0
5:PV="1V.¢l +pg (13)
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O divergente do tensor fluxo combinado de momento ¢ é o termo [V.¢], que é a
somatdria dos fluxos molecular e convectivo de momento. A Equacdo (14) exemplifica esse
termo de forma matematica.

b =m+pvv=p8&+T+pvv (14)
Onde m é o tensor fluxo molecular de momento; pvv é o tensor fluxo convectivo de
momento; p € a pressdo; 8 € o tensor unitario com componentes &;;; € T € o tensor fluxo
viscoso de momento.

Assim, pode-se reescrever a Equacéo (13) do movimento na forma da Equacéo (15).

0 v=_[v Vp — [V
Friddatell -ZpVV]— p—3[ -T]+{;§ (15)
1

Onde Vp € o vetor gradiente de p, sendo p um escalar; V.t € o vetor chamado "divergéncia de
17, que € um tensor; e V.pvv representa o vetor "divergente de pvv", que € um produto
diadico (produto tensorial de dois vetores). Os termos na Equacdo (15) correspondem a taxa
de aumento do momento por unidade de volume (1), taxa de adicdo de momento por
conveccao por unidade de volume (2), taxa de adicdo de momento via transporte molecular
por unidade de volume (3) e forca externa sobre o fluido por unidade de volume (4) (BIRD;
STEWART; LIGHTFOOT, 2004).

2.4.1.3.1. Leide Newton da Viscosidade

Como foi obtida de forma empirica, a Lei de Newton da Viscosidade ndo é
considerada propriamente uma lei. Ela exemplifica como a tensdo de cisalhamento se
relaciona com a lei de velocidade. Uma vez supondo que ocorra escoamento de forma
permanente e que a velocidade em x esta em funcdo apenas de y, podemos escrever sua forma
simplificada como na Equacdo (16), que descreve apenas fluidos Newtonianos.

dv,

Tyx = —H dy (16)

Sendo Ty a tensdo de cisalhamento ou fluxo de momento de dire¢do x na diregéo positiva de
. . ;o . d . .
y, 1 a viscosidade caracteristica de cada material e di; o gradiente de velocidade.

Para escoamentos mais complexos temos a Equacdo (17) a seguir, que é a equacdo

generalizada para a lei de Newton da viscosidade.

T=—p(Wv+ (W) + (g n— K) (V.v)8 (17)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Produto_tensorial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Espa%C3%A7o_vetorial
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Onde T € o vetor tensdo de cisalhamento, p € a viscosidade do fluido, « é a viscosidade

dilatacional (coeficiente que caracteriza do fluido), & é o tensor unitario com componentes &;;,

Vv é o tensor gradiente de velocidade com componentes (ai) vj, (V)T é "transposto” do

Xj

tensor gradiente de velocidade com componentes (aixj) v; e V.v é o divergente do vetor
velocidade.

Na maioria dos casos ndo é utilizada a viscosidade dilatacional devido a tal grandeza
ser desprezada quando o fluido é um géas, considerado como gas ideal monoatdémico (kx €
identicamente nulo), ou quando o fluido é um liquido, comumente considerado
incompressivel (V.v) = 0. A viscosidade dilatacional é significativa quando é trabalhada
absorcdo de som em gases poliatdmicos e em fluidos aquosos contendo bolhas de gas (BIRD;

STEWART; LIGHTFOQT, 2004).
2.4.1.3.2. Equacéo de Navier-Stokes

Para representar o transporte e conservagdo de momento temos a equacdo de Navier-
Stokes que pode ser solucionada em conjunto com a equacdo de conservacdo de massa
(equacdo da continuidade).

As equacOes de Navier-Stokes sdo validas para modelagem de sistemas microfluidicos
apenas quando a escala de comprimento fisica representativa do sistema é muito maior do que
0 percurso livre médio das moléculas que compdem o fluido, sendo assim, o nimero de
Knudsen sendo menor que 1. Nesse caso, a hipdtese do continuo é valida. A razdo entre o
caminho livre médio, A, € a escala de comprimento representativo, L, ¢ chamado o nimero de
Knudsen (Ky=ML).

Quanto mais se aumenta o numero de Knudsen, mais importantes tornam-se 0s
efeitos de rarefacdo, ndo podendo mais ser preditos pelos modelos de transporte tradicionais
baseados na hipdtese do continuum a queda de pressdo, tensao de cisalhamento, fluxo de calor
e taxa de fluxo massico. Entretanto, também ndo sdo apropriados modelos simples baseados
nos conceitos da teoria cinética dos gases, com excecdo do caso de Kn > 1, que corresponde
a condi¢bes muito proximas do vacuo total. Os modelos de fluxo apropriados dependem da
faixa do nimero de Knudsen: para Kn < 1073 pode se considerar o fluxo um continuum,
para valores de Kn entre 1073 e 107! o fluxo é classificado como escoamento com

deslizamento, para 107! < Kn <10 o fluxo é chamado de escoamento de transicéo,
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enquanto para Kn =10 o fluxo é denominado fluxo molecular livre (BESKOK;
KARNIADAKIS, 1999; PINAZZA; SPIGA, 2003). Os dados apresentados foram baseados
em informacgdes empiricas, sendo que os limites entre os distintos regimes de fluxos podem
ser dependentes da geometria (SOUZA, 2007). Como o fluido trabalhado na pesquisa é
liquido, considera-se todo o sistema como continuum.

Quando combinadas a resolugdo dessas equacdes em um conjunto particular de
condicdes de contorno, pode-se presumir a velocidade do fluido, sua presséo e a variagdo de
concentracdo para uma dada geometria. Para estas equacdes, sO sdo possiveis solucdes
analiticas em geometrias simples, como em fluxos entre duas placas paralelas ou em tubos
circulares. Em geometrias complexas, resolvem-se estas equacdes de forma numérica. A
seguir a equacdo de Navier-Stokes para um fluido compressivel:

1 3

Onde v ¢ a velocidade do fluido, p é a pressdo do fluido, p ¢ a densidade do fluido, e p € a
viscosidade dindmica do fluido. Os termos das equacfes correspondem as forcas de inércia

(1), as forcas de pressdo (2), as forcas viscosas (3), e as forcas externas aplicadas ao fluido

(4).

2.4.1.3.3. Creeping Flow

Creeping Flow é o fluxo dominado pela viscosidade, também chamado de fluxo de
Stokes. E mais comum em fluidos com grande viscosidade que escoam com dificuldade,
como 6leos e mel, mas também ocorre em fluidos ndo viscosos (LAUTRUP, 2004).

O fluxo em Creeping Flow é caracterizado por possuir o nimero de Reynolds muito
pequeno, Re < 1. Assim, esse tipo de fluxo pode ocorrer para qualquer fluido, desde que a
velocidade de escoamento e a dimensdo geométrica de onde o fluido escoa acarretem em um
namero de Reynolds menor que 1 (um) (LAUTRUP, 2004).

Esse fluxo é matematicamente e numericamente mais simples de ser trabalhado devido
a auséncia de termos ndo lineares, como quando ha turbuléncia. Outra vantagem é que a
linearidade das equac6es possibilita expressar solucdes para problemas de fluxo complicados

como sobreposigdes lineares de solugdes simples (LAUTRUP, 2004).
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2.4.1.4.  HipoOtese do Continuo

Como os fluidos sdo constituidos de moléculas, o enfoque molecular em seu estudo
consiste em estudar suas propriedades a partir de seu comportamento molecular. Nesta
perspectiva, a matéria € descontinua, ou seja, existem espagos vazios entre as moléculas. Com
este enfoque molecular, o estudo de um fluido torna-se de dificil resolucdo matematica, pois a
derivada de uma funcdo s6 pode ser calculada em um ponto que apresenta uma fungédo
continua. Devido a isto, trata-se o fluido como um meio continuo. A hipétese do continuo
compreende na abstracdo da composi¢cdo molecular e sua consequente descontinuidade.
Considera-se que a dimensdo de amostra analisada ndo influenciard na propriedade local
medida e se despreza o comportamento individual das moléculas (BIRD; STEWART,;
LIGHTFOOT, 2004)

Em um elemento de volume a hipdtese do continuo atribui duas proposicdes: a
primeira é que o fluido possui composicédo de particulas pequenas o suficiente para que suas
propriedades sejam consideradas uniformes; e a segunda é que hd um namero suficiente de
particulas para que se considere o sistema sem espagos vazios (BIRD; STEWART,;
LIGHTFOOT, 2004).

Assim, de acordo com esse modelo, as propriedades do fluido tém valor definido em
cada ponto do espaco, podendo representa-las por fungdes continuas no espaco e no tempo
(BIRD; STEWART; LIGHTFOOQOT, 2004).

2.4.1.5.  Caracterizacao do Fluxo

O numero de Reynolds indica se o fluxo é laminar ou turbulento por meio da equagéo
Re = vdp/u, sendo v a velocidade do fluido (m/s), d o didametro do tubo (m), p a densidade
do fluido (kg/m?®) e u a viscosidade do fluido (kg/m.s). Os fluxos sdo classificados em
laminar ou turbulento a partir de trés faixas de valores de nimero de Reynolds: em Re < 20
tem-se fluxo laminar com ondulagcbes minimas; em 20 < Re < 1500 tem-se escoamento
laminar com ondula¢des pronunciadas; e em Re > 1500 tem-se escoamento turbulento. Em
canais microfluidicos Re é geralmente baixo (Re < 1) indicando fluxo laminar (BIRD;
STEWART; LIGHTFOOT, 2004; BRODY; KAMHOLZ; YAGER, 1997).

Em fluxos de dois fluidos misciveis com propriedades semelhantes propbs-se a
dispersdo de Taylor por ser um dos fendmenos associados. Taylor demonstrou que, mesmo

com difuséo axial pequena, o efeito combinado de conveccao axial e difusdo radial possibilita
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uma equacdo de difusdo axial que rege a secdo transversal média de concentracdo. Os
resultados de Taylor foram depois apurados e propostos por Aris (1956) e Barton (1983)
utilizando o método dos momentos, e por Brenner and Edwards (1994) usando expansao de
multiplos polos (CHEN; LAM, 2003).

Nos dispositivos microfluidicos a interacdo de convecgdo e difusdo € crucial. Quando
apenas a difusdo molecular é considerada em um fluxo conduzido pela pressédo, a propagacéo
de um analito injetado em fluxo de Poiseuille ocorre mais rapidamente. A dispersao de Taylor
ocorre porque a difusdo molecular possibilita particulas suspensas em linhas de correntes com
velocidades diferentes (CHEN; LAM, 2003).

O fluxo induzido por pressao é mais indicado para a maioria dos casos por possibilitar
uma relativa flexibilidade e facilidade na implementacdo, além de proporcionar
insensibilizacdo a contaminacgdo superficial, forca ionica e pH. Esse fluxo gera um gradiente
de velocidade parabolico que pode acarretar na complexidade de distribuicdo de analitos e
indicadores. As moléculas, mesmo adicionadas em batelada ou continuamente, possuem uma
distribuicdo dependente do tempo de residéncia e da posicdo. A difusividade controla a
largura da distribuicdo das moléculas por meio do gradiente de velocidade (KAMHOLZ;
YAGER, 2001). Quando o numero de Péclet é grande negligencia-se o transporte difusivo na
direcdo do fluxo (ISMAGILOV et al., 2000).

Novas tecnologias podem ser construidas com a capacidade de manter o fluxo laminar,
onde existem correntes paralelas que se misturam apenas por difusdo. Hatch et al., 2001 e
Weigl & Yager, 1999 utilizaram esse processo como a base em imunoensaios. Sia &
Whitesides, 2003 demonstraram difusdo lenta usando membranas eletroquimicas como
barreira, e microfabricacdo usando padréo de fluxo laminar multifasico no contorno. Em outra
técnica utilizam o método de separacdo repetida, mistura e recombinacdo de correntes
paralelas, onde ocorre uma mistura difusiva controlada de fluxo laminar para gerar gradientes
moleculares estaveis perpendiculares a direcdo do fluxo. Os gradientes formados, temporal e
espacialmente estaveis, podem ser produzidos em solucdo e em superficie, podendo ter
formas complexas com a utilizacdo de combinacdes de redes de microfluidos.

Assim, um canal longo e estreito apresenta uma resisténcia elevada a um canal com
maior largura, mesmo que com comprimentos iguais. Esse tipo de fluxo exige uma bomba
externa ou fonte de vacuo, e pode ser usado para uma vasta gama de composicdo de solventes
e materiais que constituem os canais. Uma desvantagem do método € na utilizacdo em ensaios
que requerem separacdo de alta resolugdo, pois o perfil de velocidade em uma segédo

transversal é parabdlico, fazendo com que as amostras em tampdes sofram dispersao axial e



o1

expansdo dos picos. Além disso, altas quedas de pressdo sdo necessarias para direcionar o
fluxo devido a relagéo de a resisténcia ser inversamente proporcional ao raio ou altura do tubo
(SIA; WHITESIDES, 2003)

A concentracdo em fungéo da posicao ao longo da dire¢do do fluxo pode ser resolvida
usando técnicas de diferenciacdo finitas comuns quando discretizada a malha bidimensional.
A conservacdo de momento resolve a velocidade em cada nd, quando a viscosidade é
assumida constante, empregando ndo deslizamento nas paredes. Ndo hd modelagem da
difusdo na superficie da parede, que acarreta um pequeno erro, que pode ser recompensado
usando uma malha mais refinada (KAMHOLZ; YAGER, 2001).

O comprimento de entrada necessario para o desenvolvimento completo de um fluxo
em um tubo circular pode ser dado por meio da Equacao (19) (KAMHOLZ et al., 1999).

L, = 2d,(0,379e~%148Re 4 0, 0550Re + 0,260) (19)
sendo L, o comprimento para desenvolver 99% do fluxo, d;, o didametro (didmetro hidraulico)
e Re o numero de Reynolds. O diametro hidraulico é calculado por 4 x (A/P), sendo A a area
e P o perimetro da secéo transversal do canal (KAMHOLZ et al., 1999). Diametro hidraulico
é utilizado quando se refere a escoamentos em tubos e canais ndo circulares.

A relacdo de proporcdo ou relacdo de aspecto (altura/largura) caracteriza uma das
especificagdes técnicas para a fabricacdo de microcanais. O comportamento da mistura age
diferentemente em diferentes relacGes de aspecto, ocasionando variacbes do comprimento de
mistura necessario (VIRK; HOLDO, 2008). A relacdo de aspecto S € dada pela Equacéo (20).

Com essa relacdo podemos encontrar um comprimento de mistura por meio da Equacao (21).

h
_h 20
p= @0
Comp. de mistura = "1 1)
omp.de mis uTa—8'8D

2.4.2. COMSOL Multiphysics®

O COMSOL Multiphysics® é um software que utiliza métodos numéricos para
resolucdo de problemas fisicos diversos por meio de equacdes diferenciais parciais (EDP). O
programa permite modelar e simular um determinado processo considerando apenas um
fendmeno ou envolvendo acoplamento de fendmenos fisicos.

O software permite 0 acesso ao sistema de equacionamento interno permitindo

adicionar ou modificar equagOes e expressdes ao modelo estudado. Ele efetua a compilagdo
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das equacdes inseridas e inclui automaticamente os acoplamentos gerados pelas expressoes
definidas pelo usuério nos sistemas de equacdes a serem resolvidas no programa. Em seguida
a geracao das solucdes, o programa fornece uma aba de ferramentas que permite trabalhar os
resultados obtidos de acordo com a necessidade de cada usuério, podendo criar tabelas,
graficos, fazendo analises paramétricas e outras funcionalidades.

O COMSOL tem uma interface que permite importar modelos de outros softwares
como CAD, Excel®, Matlab®, entre outros, para facilitar o entendimento da geometria do
processo e a resolucdo do problema. O programa possui uma série de modulos especificos a
fisica do problema que se deseja estudar. Em sua interface o programa pode apresentar de
forma visual os fen6menos fisicos selecionados no modelo estudado nas trés dimensdes, o que

promove um maior entendimento do sistema como um todo.

2.4.2.1. Modulo CFD — Fluidodindmica Computacional

A fluidodindmica computacional (CFD — Computational fluid dynamics) faz parte de
um crescente nimero de processos de desenvolvimento, sendo um espaco bem situado dentro
de diversas especialidades de engenharia, como quimica, aeronautica, mecanica, civil, e
também em setores mais especializados como engenharia biomédica. Este mddulo permite
modelar todos os processos fisicos e/ou fisico-quimicos que apresentam escoamento
(COMSOL, 2014b).

Por integrar muitos processos e aplicagdes diferentes, os escoamentos devem ser
entendidos e otimizados, visto que em muitos casos afetam outros processos. Em alguns casos
0 estudo é focado na forma como o fluxo afeta outros parametros do processo, ao invés de se
estudar o proprio fluxo. Um exemplo seria o estudo do transporte de espécies através das
diferentes partes de um reator quimico. Existem casos também onde o fluxo adiciona
parametros necessarios na operacdo que afetam o préprio fluxo, como em um reator quimico
que gera pressdo que perturba o fluxo. Além disso, no modulo é possivel trabalhar com
diversas descri¢fes de escoamento compressivel, ndo isotérmico, ndo newtoniano, bifasico e
em meios porosos. Os regimes de escoamentos podem ser laminar ou turbulento
(COMSOL, 2014b).

A pouco tempo apenas grandes empresas poderiam ter uma ferramenta de modelagem
tao sofisticada. Atualmente engenheiros usam ferramentas de modelagem de software criando
modelos realistas em seus proprios computadores. O COMSOL Multiphysics® se encaixa

nessa area melhorando a capacidade de modelagem (COMSOL, 2014b).



53

2.4.2.2. Modulo Microfluidico

O mddulo microfluidico é utilizado por engenheiros e cientistas para entender, prever
e projetar sistemas microfluidicos. De modo a melhorar a compreensdo, o uso de ferramentas
de simulacdo no ciclo de design esta se tornando mais difundido. O médulo microfluidico
permite que os usuarios modelem de forma rapida e precisa fluxos monofasicos, multifasicos,
através de meios porosos, eletrocinéticos e de gas ligeiramente rarefeitos (COMSOL, 2014c).

Este modulo tem a capacidade de resolver fluxos estacionarios e dependentes do
tempo em espagos bidimensionais e tridimensionais. As interfaces fisicas sdo pré-definidas e
configuradas com formula¢Ges adequadas para diferentes tipos de fluxos. Para definir um
problema de fluxo de fluido, as interfaces fisicas usam parametros de entrada, tais como
pressdo e vazdo, e propriedades fisicas, tais como viscosidade e densidade. Diferentes
interfaces fisicas estdo disponiveis para cobrir uma gama de fluxos microfluidicos. Como
exemplo, temos: fluxo laminar, Creeping Flow, fluxo bifasico (campo de fase, conjunto de
niveis e malha movel), fluxo em meio poroso (Lei de Darcy, equacdes de Brinkman ou fluxo
em meio livre ou poroso - que combina as equacdes de Brinkman com fluxo laminar) e
deslizamento. O transporte de varias espécies também pode ser tratado com a interface
Transporte de Espécies Diluidas (COMSOL, 2014c).

Em cada interface fisica microfluidica, os principios fisicos contidos sdo expressos na
forma de equacdes diferenciais parciais, simultaneamente a condicGes iniciais e de contorno
correspondentes (COMSOL, 2014c). Os projetos no COMSOL dao énfase a fisica ofertando
aos usuarios equacdes que sdo resolvidas por cada mecanismo, oferecendo acesso total ao
sistema de equacOes contidas, além de haver a flexibilidade de adicionar equacdes e
expressdes pelo usuario. Assim, as equacdes sdo resolvidas por meio do método dos
elementos finitos. Alcancada as soluc@es, diversas ferramentas de pds-processamento ficam
disponiveis para trabalhar os dados, onde sdo gerados graficos pré-definidos automaticamente
(COMSOL, 2014c).

Para modelar dispositivos microfluidicos, inicialmente define-se uma geometria,
posteriormente selecionam-se os materiais e as interfaces fisicas apropriadas. Configuram-se
as condic@es iniciais e de contorno na interface fisica. Posteriormente, define-se a malha.
Seleciona-se um solver de acordo com os padrfes da interface fisica e resolve-se o problema.

Assim, os resultados podem ser visualizados (COMSOL, 2014c).
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Em escalas de comprimento menores que fluxos macroscpicos € quando ocorrem
fluxos microfluidicos. Existem algumas vantagens na manipulacéo de fluidos em microescala
como operagdo mais rapida e exigéncia de menos quantidade de fluido. Outra vantagem é o
facil controle das entradas e saidas devido a razdo de volume superficie-area ser maior do que
em um sistema macroscopico (COMSOL, 2014c). A Tabela 3 exemplifica fenbmenos e

dispositivos que o0 modulo microfluidico pode modelar.

Tabela 3 - Exemplos de fendmenos acoplados e dispositivos que se pode modelar usando o
md&dulo microfluidico.

Microfluidos

Fluxo de Pressao
Reacdes Quimicas em Fluxo Bifasico

Dieletroforese

Fluxo Eletrosmético

Fenémeno / Acoplamento Eletroforese

Fluxo Eletrotérmico

Magnetoforese
Transporte de massa usando difusdo, migragéo e convecgdo

Slip Flow (Deslizamento)

Dispositivos Lab-on-a-chip
Canais microfluidicos
) o Microreatores
Dispositivos ] ]
Micromisturadores
Trocadores de calor MEMS

Valvulas e bombas ndo-mecanicas

Fonte: (COMSOL, 2014a)

De modo geral, a medida que a escala de comprimento de fluxo (L) reduz,
propriedades que sdo escalonadas pela area da superficie dos sistemas tornam-se mais
importantes quando comparadas aquelas que sdo escalonadas pelo volume do fluxo, como
mostra a Tabela 4. Este fator € mais aparente em fluxo de fluido onde as for¢as viscosas,
geradas por cisalhamento na superficie (com escala L2) dominam as forcas inerciais (com

escalas volumétricas L3). O nimero de Reynolds caracteriza a razdo dessas forgas e é
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tipicamente baixo, apresentando fluxo laminar. Em alguns casos € aplicado o fluxo de Stokes

(Re < 1).

Tabela 4 - Escala de vérios fendmenos fisicos com comprimento (L) e consequéncias para
dispositivos microfluidicos.

) Escala de L
Propriedade ) Consequéncia
comprimento

Volume L3 As propriedades relacionadas a superficie sdo mais
importantes em relacdo as propriedades volumétricas,

as relagdes superficie / volume sdo altas.

Area L?
Forgas Inerciais 13 A viscosidade domina em relagéo a inércia, fluxo é
laminar ou de Stokes. A auséncia de conveccdo torna
H 2 . epr -
Forcas Viscosas L a mistura dificil.
Pressdo de Laplace L Os efeitos de tenséo superficial tornam-se dominantes
Forca Capilar -1 em fluxos de duas fases.
Permeabilidade dos ] ]
L? Geralmente se aplica a Lei de Darcy.

Meios Porosos

Escala de Tempo Possivel mistura difusiva (embora ainda muito mais

LZ
Difusivo lenta que a conveccéo).
Campo elétrico (em o N )
3 Possibilidade de utilizar uma gama de efeitos
tensdo constante L1 . ] ]
) electrocinéticos para impulsionar o fluxo.
aplicada)
] Os fluxos de gas em micro sdo normalmente
NUmero de Knudsen L1 ]
rarefeitos.

Fonte: (COMSOL, 2014a)
2.4.2.2.1. Numeros adimensionais importantes para estabilizacdo do solver

A fisica dominante em um problema microfluidico traz informacdes contidas em
muitos dos numeros adimensionais usados na caracterizacdo do fluido. Estes nimeros podem

trazer informagdo importante sobre a estabilidade numérica do problema ao utilizar o método

de elementos finitos (COMSOL, 2014a).
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Quando se resolve problemas microfluidicos numericamente, o nimero de Reynolds
(Re) e o numero de Péclet (Pe) sdo numeros criticos adimensionais consideraveis na
estabilizacdo do solver. Ambos 0s niUmeros estdo associados a importancia relativa aos termos
convectivos na equacéo diferencial parcial correspondente. Em microcanais de fluxo reduzido
e pequeno numero de Reynolds, podemos aumentar o grau de mistura de algumas formas:
estreitando o canal para haver maior troca difusiva; tendo um coeficiente de difusdo maior, o
que aumenta o fluxo difusivo; obtendo um canal mais longo ou fluxo mais lento, havendo
maior tempo para o fluido percorrer o canal e havendo mais tempo para difusdo. O niamero de
Péclet, adimensional, nos permite quantificar esses efeitos (COMSOL MULTIPHYSICS,
2016). Ele relaciona a importéncia do termo convectivo (Lv) de acordo com o difusivo (D)
(para transferéncia de calor e de massa), e 0 numero de Reynolds relaciona a importancia do
termo de inércia convectivo (pvd) de acordo com a viscosidade (u) nas equacOes de Navier-
Stokes (COMSOL, 2014a).

d

Re = % 22)
L

Pe = 3” (23)

sendo p a massa especifica do fluido, v a velocidade do fluido, d o didmetro do tubo, u a
viscosidade do fluido, L o comprimento caracteristico do fluxo e D o coeficiente de difuséao.
(KIRBY, 2010).

O modo com que esses niimeros sdo definidos no COMSOL Multiphysics® podem
gerar instabilidades numéricas quando algum deles é maior que um. Essas instabilidades sdo
geralmente manifestadas como oscilacGes falsas na solucdo. Teoricamente, podem-se refinar
esses valores tornando-os menores que um, mas na pratica ndo é possivel para muitos
problemas (COMSOL, 2014a).

Ha vérias técnicas de estabilizacdo incluidas que permite a resolucdo de problemas
com numeros de Reynolds e de Péclet maiores que um. De modo mais simples, adiciona-se
uma difusdo numérica ao problema para melhorar sua estabilidade. Consegue-se isto
selecionando o termo Isotropic Diffusion em Inconsistent Stabilization para qualquer fisica
utilizada. Esse método nao € necessariamente uma solucdo para problemas contendo difusédo
(COMSOL, 2014a).

No programa h& também opcbes de estabilizagcbes consistentes. Uma técnica
consistente de estabilizacdo reduz a difusdo numerica adicionada ao problema a medida que a

solugdo se aproxima da solucdo exata. Tanto a streamline diffusion (difusdo simplificada)
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quanto a crosswind diffusion (difusdo vento-cruzado) estdo disponiveis. A streamline
diffusion acrescenta difusdo numérica ao longo da direcéo do fluxo (difuséo paralela as linhas
de corrente). Ja a crosswind diffusion acrescenta difusdo ortogonal a velocidade (COMSOL,
2014a).

Regularmente é mais indicado utilizar a estabilizagdo consistente sempre que possivel.
Caso ainda haja problemas de convergéncia, a estabilizagcdo inconsistente pode ser usada
como um solucionador paramétrico ou dependente do tempo, eliminando lentamente esse
termo (COMSOL, 2014a).

2.4.2.3.  Teoria Geral de Fluxo de Fase Unica

As interfaces fisicas do fluxo de fluido de fase unica sdo baseadas nas equacdes de

Navier-Stokes, que em sua forma mais geral é dada por:

dp
- . — 24
TV (pu) =0 (24)
u
p5+p(u-V)u=V-[—pl+‘t]+F (25)

aT T dp
pCP(E+(u'V)T>— (Vo) S~

) (g—f + (u- V)p) +Q (26)

Onde: p € a densidade (massa especifica); u € o vetor velocidade; p é a pressédo; I é a matriz
identidade; T € o tensor de tenséo viscoso; F € o vetor de forca de volume; C, é a capacidade
calorifica especifica a pressdo constante; T € a temperatura absoluta; q é o vetor fluxo de

calor; Q contém as fontes de calor; e S é o tensor taxa de deformacdo: S = %(Vu + (Vvu)?)

(COMSOL, 2014a; SAHU; GOLIA; SEN, 2012).

A operagdo “:” denota contragio entre tensores definidos por a: b = Y, X0 Qmbnm -
Este é por vezes referido como um duplo produto de ponto (COMSOL, 2014a).

A Equacdo (24) é a equacdo da continuidade e representa a conservacao de massa. A
Equacdo (25) é uma equacdo vetorial que representa a conservacdo de quantidade de
movimento. A Equacdo (26) descreve a conservacdo de energia formulada em termos de
temperatura, que ¢ uma formulacdo intuitiva que facilita especificacdes de condicBes de
contorno. Como no sistema estudado ndo ha transferéncia de calor, ndo serd especificado

termos e utilizacéo desta equacdo (COMSOL, 2014a).
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Para completar as Equagdes (24) a (26) sdo necessérias relacBes constitutivas. Para
fluidos Newtonianos que possuem relacéo linear entre tenséo e distensdo, Stokes deduziu a
Equacdo (27).

2
T=2uS — §u(V ~u)l (27)

Em um fluido newtoniano, a viscosidade dindmica u depende de seu estado
termodindmico, mas ndo de seu campo de velocidade (COMSOL, 2014a).

2.4.2.3.1. Creeping Flow (Fluxo de Stokes)

A interface Creeping Flow utiliza equagdes de Navier-Stokes com o termo de inércia
negligenciado. Muitas vezes referido como fluxo de Stokes, essa interface é adequada para
pequenos nimeros de Reynolds em canais muito pequenos e microfluidos. O fluxo de Stokes
ocorre em sistemas com alta viscosidade ou pequenas escalas geométricas de comprimento,
como microcanais ou dispositivos MEMS (Sistemas Microeletromecanicos). O fluxo, ainda,
pode ser compressivel ou incompressivel (COMSOL, 2014b).

Além de poder modelar fluidos Newtonianos e ndo-Newtonianos, essa interface inclui
modelos da lei de poténcia de Carreau, mas sem turbuléncia. Nessa interface é resolvida a
equacdo de Stokes para conservacdo de quantidade de movimento e equacdo da continuidade
para conservacdo de massa, podendo ser resolvidas de forma estacionarias ou dependentes do
tempo (COMSOL, 2014b).

2.4.2.3.1.1. Fluxo Incompressivel

As equacOes de Navier-Stokes resolvidos por padrdo em todas as interfaces de fluxo
de fase unica aplicam-se a formulacdo compressivel da equacdo de continuidade (Equacéo
(24)) e a equacdo de quantidade de movimento (Equacdo (18)). Estas equacdes sdo aplicaveis
para o fluxo incompressivel assim como compressivel com variagcdes de densidade.

Quando as variacGes de temperatura no fluxo sdo pequenas, um fluido de fase Unica
pode ser assumido como incompressivel, isto é, p é constante ou quase constante. Este € o
caso para todos os liquidos em condi¢cbes normais e também para os gases a baixas
velocidades. Para p constante, a Equacao (24) reduz-se a Equacéo (8) e a Equagéo (18) torna-

Se
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Ju

Pot pu-V)u=V-[-pl+u(Vu+ (Vu)")] +F (28)
24.23.1.2. Estabilizacdo Numérica — Técnicas de Estabilizacdo para Fluxo
de Fluidos

As equacdes de quantidade de movimento (EquacOes (8) e (28)) sdo equacOes de
conveccao-difusdo ndo lineares. Elas podem tornar-se facilmente instaveis quando
discretizadas pelo método de elementos finitos de Galerkin. Estes métodos de elementos
finitos sdo geralmente necessarios na obtencdo de solugdes fisicas (COMSOL, 2014a).

Existem trés tipos de métodos de estabilizacdo para as equacdes de Navier-Stokes:
Streamline diffusion (Difusdo dindmica), Crosswind diffusion (Difusdo de vento cruzado) e
Isotropic diffusion (Difusdo isotropica). Os dois primeiros sdo metodos de estabilizacdo
consistentes e o terceiro € um método de estabilizac&o inconsistente.

Streamline Diffusion

Em sistemas que possuem equacOes fortemente acopladas, aplica-se o método de
Streamline Diffusion (difusdo dinamica) a todo o sistema, e ndo separadamente a cada
equacdo. Quem primeiro explorou esse tipo de método foi Hughes and Mallet (1986) que
foram estendidas posteriormente aos minimos quadrados de Galerkin (GLS) aplicados em
Navier-Stokes (HAUKE; HUGHES, 1994). O tensor escala de tempo é um tensor diagonal
(COMSOL, 2014a).

De modo padrdo, a difusdo dindmica ja vem ativada no programa por sua necessidade
quando a conveccao domina o fluxo (COMSOL, 2014a).

Quando o fluxo que governa o sistema é incompressivel, suas equacdes estdo sujeitas a
condicdo de Babuska-Brezzi. Esta condicdo afirma que as fungdes base para a pressdo devem
possuir ordem inferior que as funcbes para velocidade. Caso as equacfes de Navier-Stokes
incompressiveis possuam estabilizacdo Streamline diffusion, € possivel a utilizacdo de
interpolacdo de ordem igual. Portanto, Streamline diffusion é necessaria quando se utilizam
elementos de primeira ordem para velocidade e pressao. Isto é aplicavel também quando se
usa geometria multgrid e ao menos um nivel de multgrid utiliza elementos lineares de
Lagrange (COMSOL, 2014a).

Crosswind Diffusion
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O Crosswind diffusion, além de ser formulada também em sistemas de equacdes,
quando aplicada as equagdes de Navier-Stokes se torna um operador de captura de choque
(COMSOL, 2014a).

Mesmo que os fluxos incompressiveis ndo apresentem ondas de choque, a Crosswind
diffusion ainda € util introduzindo difusdo extra em camadas limites finas e camadas de
cisalhamento que exigiriam malhas muito finas para resolver de outro modo (COMSOL,
2014a).

Como padrdo, Crosswind diffusion esta ativo no programa por tornar mais facil a
obtencdo de uma solucdo, mesmo quando o problema é totalmente resolvido pela malha
(COMSOL, 2014a).

Isotropic Diffusion

A difusdo isotropica adiciona difusdo as equagdes de Navier-Stokes. Ela reduz de
modo significativo a precisdo da solugdo, porém faz um bom trabalho na redugdo de

oscilagdes. Ndo melhora a estabilidade da equacgéo da continuidade.

2.4.2.4.  Transporte de Espécies Quimicas

O comportamento das reagGes quimicas em ambientes reais muitas vezes nao é
devidamente descrito pelos pressupostos de ambientes perfeitamente mistos ou controlados. O
que significa que é necessario considerar o transporte de material atraves do espaco tempo. As
interfaces fisicas em transporte de espécies quimicas acomodam todo tipo de transporte de
material que podem ocorrer por difusdo e convecg¢édo (tanto sozinhos como em combinages).
Este ramo da fisica inclui interfaces de resolucdo de equacdes para misturas diluidas bem
como concentradas, onde a propagacdo da espécie pode ocorrer em sélidos, fluidos livres ou
meios porosos.

A interface de transporte de espécie diluida é aplicada em solugdes em que a espécie
transportada tem concentracbes de, pelo menos, uma ordem de grandeza menor que 0
solvente. Nessa interface fisica devem ser escolhidas definicGes para simular transporte de
espécies quimicas através de difusdo (Lei de Fick) e conveccdo (quando acoplado ao fluxo de
fluido) (COMSOL, 2014a).

2.4.2.4.1. Interface e Teoria do Transporte de Espécies Diluidas
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A interface de Transporte de espécies Diluidas é encontrada no ramo Transporte de
Espécies Quimicas. Quando utilizada, fornece um ambiente pré-definido de modelagem e
estudo de espécies quimicas transportadas por difusdo e convecgdo e calcula o campo de
concentracdo de um soluto diluido em um solvente. Nesta ramificacdo pode-se calcular o
transporte e as reacdes de espécies dissolvidas em gas, liquido ou sélido. As forcas motrizes
para o transporte podem ser difuséo pela lei de Fick, conveccédo, quando acoplado ao fluxo de
fluido, e migracdo, quando acoplado a um campo elétrico (COMSOL, 2014a).

A interface fisica sustenta simulacfes de transporte de convecc¢do e difusdo em até trés
dimens@es. A concentracdo molar c é a variavel dependente. Além de resolver a concentracdo
molar de cada espécie presente no sistema sendo possivel modelar o transporte de espécies
multiplas, a interface assume automaticamente que a concentracdo de todas as espécies
presentes no sistema é baixa, ou seja, todas as espécies sdo diluidas. As propriedades da
mistura, como densidade e viscosidade, sdo assumidas como sendo as do solvente, devido a
diluicdo. A diluicdo dos solutos, misturas e solugdes diluidas é regulada pela Lei de Fick
(COMSOL, 2014a).

24.2.4.1.1. Mecanismo de Transporte

Nesta interface a difusdo € sempre incluida. Como padréo, a op¢do de conveccao esta

selecionada como mecanismo de transporte adicional (COMSOL, 2014a).

2.4.2.4.1.2. Propriedades de Transporte

Este nd no programa é dependente das caixas de verificacdo selecionadas no ambito de
Mecanismos de Transporte na janela configuracdes para a interface de Transporte de Espécies
Diluidas. Nele inclui apenas as se¢fes demandadas pelos mecanismos de transporte ativados.
Ali contém todas as equacdes que definem transporte de espécies diluidas, bem como entradas
para as propriedades do material.

Quando a caixa de selecdo de conveccao esta acionada, o subné de mistura turbulenta
fica disponivel no menu de contexto, bem como a partir da barra de ferramenta Fisicas, em
atributos do menu (COMSOL, 2014a).

24.2413. Entradas de Modelo
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A velocidade de entrada do solvente deve ser especificada como uma entrada do
modelo quando o transporte por conveccdo esta ativo. Deve-se escolher um campo de
velocidade solucionado por uma interface fisica de escoamento ja adicionado ao modelo.

24.24.14. Equacéo do Balango de Massa

Quando consideramos o transporte de massa de espécies diluidas ou componentes de
misturas gasosas, temos difusdo que resulta em gradientes de concentragdo. A convecgao
também contribui no fluxo das espécies quimicas quando ndo ha grandes quantidades de
movimento do fluido. Assim, muitas vezes € interessante observar a combinacdo de
conveccao e difusdo na solucdo de um sistema. Atribui-se a0 modelo de transporte de especies
quimicas a equacao do balanco de massa por difusdo e conveccao.

dc
at
sendo ¢ a concentracdo da espécie (mol/m?3), D o coeficiente de difusdo (m?/s), R é uma

+u-Vec=V-(DVc) +R (29)

expressdo da taxa de reacdo da espécie (mol/m?3s) e u é o vetor velocidade (m/s).

O primeiro termo da Equacéo (29), da esquerda para a direita, representa o acimulo ou
consumo da espécie. O segundo termo representa o transporte convectivo de acordo com a
velocidade. Do lado direito da equacéo, o primeiro termo representa o transporte de massa por
difusdo representando a interacdo entre a espécie diluida e o solvente. A interface possui a
opcao de considerar as propriedades de difusdo anisotrépicas. O Ultimo termo representa uma
taxa de reacdo entre as espécies estudadas. Se houver reagdo, outra etapa ao transporte de

espécies diluidas deve ser adicionada de modo a descrever esse termo e a reacao existente.
2.4.2.4.1.5. Formulagdo do Termo Convectivo

Como padrdo ao transporte de espécies diluidas, € assumido que ha transferéncia de
massa por difusdo e conveccao para o calculo do balanco de massa. Dessa maneira, hd duas
formas de apresentar o balangco de massa, sendo o termo convectivo ndo conservativo
(Equacdo (29)) ou conservativo (Equacéo (30)).

dc
at
Sendo cada equacdo tratada de forma ligeiramente diferente em suas solu¢des. Quando D é

conservativo: +V:-(cu) =V-(DVc)+R (30)

um tensor o processo de difusdo pode ser anisotrépico.
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Caso se expanda a formulagdo conservativa por meio da regra da cadeia, um dos
termos de conveccdo é igual a zero para fluido incompressivel, resultando na equagdo ndo
conservativa. Esta é a formulacdo padrdo (COMSOL, 2014a).

Quando héa apenas difusdo dominando o fluxo, ndo se utiliza o termo convectivo na
equacéo de balanco de massa. A equacao torna-se

d
a—i =V-(DVc) +R (31)

24.24.1.6. Difusao

Utilizada apenas quando é definido um material com o coeficiente de difuséo
conhecido. Assim, define-se um coeficiente de difusdo podendo ser escalar (para difuséo
isotropica) ou um tensor (para difuséo anisotropica). Caso o material escolhido a partir da lista
de materiais ja venha com seu valor de coeficiente de difusdo na lista de suas propriedades,

ndo é necessario definir esse valor (COMSOL, 2014a).

2.4.2.4.1.7. Estabilizacdo Consistente

As aplicacdes do transporte de espécies diluidas podem resultar em um modelo com
alto namero de Peéclet, ou seja, sistemas em que a convec¢do domina a difusdo. Dinamizar a
transferéncia de massa por difusdo ou por difusdo crosswind é de extrema importancia na
obtencdo de resultados razoaveis fisicamente. E oferecido duas opcdes de difusdo crosswind
que utilizam formulacdes diferentes na interface de transporte de espécies diluidas. A difusdo
crosswind torna o sistema de equacdes nao linear, mesmo que ele seja linear.

Quando a caixa de selecdo de difusdo crosswind estd selecionada, é adicionado um
termo fraco a equacdo de transporte que reduz as oscilagdes espurias, resultando num sistema
ndo linear. As duas opcdes para o tipo de difusdo crosswind sdo (COMSOL, 2014a):

Do Carmo e Galeéo

Esta formulacdo é descrita em estabilizacdo numérica e é a opc¢do padrdo do sistema.
Este método, mesmo em malhas anisotropicas, reduz o subdimensionamento ou
superdimensionamento para um minimo, mas pode, raramente, gerar sistemas de equacgdes
dificeis de convergir. Casos em que o sistema de equacBes ndo linear apresenta dificuldade
para convergir pode ocorrer quando o nimero de Péclet é muito alto e 0 modelo pode conter

camadas finas tais como descontinuidade de contato. Assim, é apresentada trés opgoes.
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e Refinar a malha, especialmente em regides de finas camadas;
e Usar um solucionador ndo linear com fator de amortecimento constante e
inferior a um;
e Modificar para a difuséo crosswind Codina.
Codina
Esta formulacdo acrescenta difusdo estritamente na direcdo ortogonal a direcdo
alongada. Comparando com a formulagdo Do Carmo e Galedo, esta formulagdo acrescenta
menos difusdo, mas apresenta menos eficiéncia na reducdo de excessos e defeitos. Além
disso, ndo € tdo eficiente em malhas anisotrépicas. Uma vantagem é que o sistema ndo linear
converge mais facilmente e os gradientes sub-resolvidos sdo menos dispersos. Esta op¢éo
pode resultar em mais subdimensionamentos e superdimensionamentos
E selecionada uma equacdo residual para ambos os métodos de estabilizacio
consistente. A aproximacao residual € o padrédo e significa que os derivados dos componentes
do tensor de difusdo sdo negligenciados. Geralmente, essa configuracdo € suficientemente
precisa e computacionalmente mais rapida. Caso necessario, em vez disso selecionar, Full
residual (residual completo) (COMSOL, 2014a).

2.4.2.4.1.8. Estabilizacdo Inconsistente

Definida pela Isotropic diffusion. Como padrdo, difusdo isotropica ndo esta
selecionada para as equacdes de Navier-Stokes. Deve ser ativada, caso necessario (COMSOL,
2014a).

2.4.2.4.1.9. Discretizacédo

A caixa de selecdo de calculo dos fluxos limite é selecionada como padrdo do
programa, que calcula variaveis de limite de fluxo preciso pré-definido. Os calculos das
seguintes variaveis de contorno de fluxo alteram de modo que (COMSOL, 2014a):

= ndflux_c (onde c é variavel dependente da concentracdo) € o fluxo difusivo

normal e corresponde ao fluxo de limites precisos quando a difusdo é a Unica
contribuicdo para o fluxo do termo. ndflux_c é calculada diretamente a partir da
varidvel dependente quando o transporte num campo elétrico é incluido ou

quando a forma conservativa da equagéo é utilizada.
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= ntflux_c (onde c € varidvel dependente da concentragdo) é o fluxo total normal e
corresponde ao fluxo de limites precisos mais termos adicionais de transporte,
como o fluxo convectivo quando se utiliza a forma ndo conservativa.

Se a caixa de selecdo de calculo dos fluxos limite ndo é selecionada, o programa, ao

invés, calcula as variaveis de fluxo a partir das variaveis dependentes por extrapolagéo.
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CAPITULO Il

3. MATERIAIS E METODOS

Os dispositivos foram projetados em 3D no software AutoCAD 2016 para entdo serem
importados para o programa COMSOL Multiphysics® 5.0 para serem simulados. Os
dispositivos foram entdo refeitos em CoreIDRAW X8 para a impressdo do fotolito e
posteriormente a microfabricacdo dos dispositivos em laboratorio.

Para a construcdo dos dispositivos foi utilizado o elastdmero polidimetilsiloxano
(PDMS) proveniente de Sylgard® juntamente com um agente de cura também proveniente de
Sylgard® na proporcio de 1:10, sendo que os moldes com os canais em alto-relevo foram
fabricados com a utilizacdo do polimero fotopolimerizavel Fotoresiste Su-8 50, fornecido pela
empresa Micro-Chem, juntamente com o revelador Su-8.

Para o estudo da sequéncia de diluicdo na rede de microcanais foi utilizada a proteina
Albumina de Soro Bovino (BSA) proveniente de Sigma-Aldrich, 98%, diluida em solucéo
tampao fosfato-salino PBS de pH 7,4 (NaCl 0,137 mol/L (Sigma-Aldrich, 99,5%);
KC12,80 x 1073 mol/L (Sigma-Aldrich, 99,0%); Na,HPO, 8,10 X 1073 mol/L (Sigma-
Aldrich, 99,0%); NaH,P0, 1,50 x 1073 mol/L (Sigma, 98,0%)), sendo essa solucéo também
utilizada como diluente no sistema de microcanais de modo a obter o gradiente de
concentracdo. Essa mistura foi utilizada de modo a simular o comportamento de uma amostra
biologica de plasma sanguineo.

Para leitura das concentracfes de saida das amostras por meio do espectrofotdmetro
UV-vis foi necessario pigmentar as amostras com o reagente de Bradford (azul de coomassie,
100 mg; etanol (Sigma-Aldrich), 50 mL; &cido fosforico (Sigma-Aldrich), 100 mL; agua
ultrapura (Milli-Q), 850 mL), em uma proporcdo de 1:10 de amostra para reagente de
Breadford.

O fotorresiste na lamina de vidro possui uma espessura de aproximadamente 50 um,
fazendo com que os canais dos microdispositivos possuam essa mesma espessura.

De acordo com Sigma-aldrich.com (2000), o valor do coeficiente de difusdo D do
BSA é de 5,9 x 1077 cm?/s. Utilizando a Equacdo (12) com o valor de raio da particula

fornecido em Sigma-aldrich.com (2000), encontramos um valor de 6,2 X 107 cm?/s.



67

A Tabela 5 mostra alguns pardmetros do fluido e do microdispositivo que foram

utilizados para os calculos de caracterizacdo. S&o utilizados dados caracteristicos da agua,

como viscosidade e densidade, devido ao fato do fluido ser muito diluido em tamp&o aquoso.

Tabela 5 - Dados iniciais e de entrada do fluxo.

No Sistema Internacional de

Parametro Simbolo Valor
Unidades

Raio da particula a 3,48 nm 3,48 x10™°m
Area do canal A 7500 pum? 7,5 % 107° m?
Concentracdo molar
il do soluto ca 1,51 x 107> mol/L 1,51 x 107 mol/L
Diametro hidraulico dy, 75 pm 7,5% 107> m
Coeficiente de
difusividade para testes D 5,9 X 1077 cm?/s 59 x 10711 m?/s
iniciais
Altura do canal h 50 pm 5x 107> m
Constante de Boltzman k 1,38066 x 1023 J/K 1,38066 x 10752

Kg.m?/s%. K
Perimetro do canal P 400 pm 4%x107*m
Vazao de entrada Qo 0,125 mL/h 3,472 x 10711 m3/s
Temperatura ambiente T 25°C 298,15 K
Velocidade do fluido v 4629,63 um/s 4,629 x 1073 m/s
Largura do canal w 150 um 1,5%x10™* m
Viscosidade do fluido U 1,003 x 1073 Pa- s 1,003 x 1073 Kg/m.s
Densidade do fluido p 1g/cm3 1000 kg/m3

Fonte: Autora (2016)

3.1. Construcao do Dispositivo Microfluidico e Método de Analise de Amostra

Inicialmente os desenhos dos dispositivos em 2D foram feitos em CorelDRAW X8

para impressdo em fotolito, que foi utilizado para confeccdo dos primeiros protétipos em

laboratorio.

Os modelos foram confeccionados no laboratério seguindo o método de soft-

litografia. A metodologia utilizada foi uma adaptacdo da metodologia desenvolvida por
Whitesides e colaboradores (BEEBE; MENSING; WALKER, 2002; MCDONALD et al.,
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2000). A técnica constitui na preparacdo de uma mascara que € utilizada como molde para a
construcéo do dispositivo.

Inicialmente é cortado um substrato de vidro nas dimensbes de 25 mm x 25 mm,
limpos com solucéo piranha (3:1; H2SO4: H202) para que elimine completamente os residuos
gordurosos sobre sua superficie. A seguir prepara-se um filme homogéneo de um polimero
fotopolimerizavel com auxilio de um spin coating. Uma gota do polimero (Fotoresiste Su-8
50) é depositada sobre a lamina de vidro. Essa lamina é inserida no equipamento spin coating
para rotacdo. Ela é iniciada levando 5 segundos para atingir a velocidade de 500 rpm
permanecendo por 8 segundos, em seguida leva mais 5 segundos para atingir a velocidade de
2000 rpm, permanecendo nessa velocidade por 25 segundos. Desse modo, o polimero é
espalhado de forma homogénea no substrato.

ApoOs essa etapa, a lamina é colocada em aquecimento por 6 min a 36°C e depois por
25 min a 65°C. Assim, ¢ alocado o fotolito, desenhado em CoreIDRAW X8 e impresso, com
os desenhos dos microcanais em cima da lamina, e expostos a uma lampada UV de alta
poténcia por 18 s em camara de radiacdo. Apenas nas regides por onde a radiacdo é
transmitida havera a fotopolimerizacdo completa, no caso, nos canais que estdo transparentes
no fotolito. A seguir retira-se o fotolito da superficie da lamina e a recoloca em aquecimento a
36°C por 1 min, e em seguida a 66°C por 5 min.

Posteriormente a lamina € mergulhada em um revelador Su-8, capaz de solubilizar o
polimero ndo fotopolimerizado, restando em alto relevo apenas o desenho ilustrado no
fotolito. Entdo, a lamina com os canais em alto relevo é alocada em placa de petri.

Na sequéncia, foi preparada uma mistura de PDMS juntamente com o agente de cura.
Em um béquer misturou-se 0 PDMS ao agente de cura em uma proporcdo de 10% de agente
de cura. Efetuou-se uma mistura manual por 10 minutos para mistura completa. A mistura foi
desareada por 30 minutos sob vacuo e entdo despejada sobre a lamina de vidro aguardando-se
0 seu tempo de cura de cerca de duas horas a 65 °C. Apds a cura, 0 PDMS ¢ retirado da
lamina, restando os microcanais em baixo relevo no PDMS.

O dispositivo em PDMS ¢é selado com uma lamina de vidro, formando a quarta parede
dos microcanais do dispositivo. O vidro se adere ao material PDMS realizando a selagem
natural. Assim, sdo perfuradas entradas e saidas no PDMS por onde sdo inseridos os capilares
para alimentar os fluidos a serem analisados. Esses capilares sdo ligados a seringas que estdo
alocadas em uma bomba seringa (Harvard Apparatus 11 plus) que pressiona os émbolos de

forma uniforme, obtendo uma vazéo controlada e constante de ambas as seringas.
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Inicialmente se insere 4gua em todo o dispositivo preenchendo todos os canais de
modo a evitar caminhos preferenciais do fluido. S6 ent&o é inserida a solu¢do de BSA em uma
entrada e solucdo tampdo em outra, para se iniciar o processo de mistura em etapas nos
dispositivos.

Apobs a passagem dos fluidos pelos microcanais, amostras do liquido sdo coletadas
através dos capilares de saida, no periodo em que o sistema estd estdvel. As amostras sao
pigmentadas utilizando o reagente de Breadfor que torna a solugdo azul proporcionalmente a
concentracdo de BSA presente na aliquota.

Uma curva de calibracdo foi construida variando a concentracdo de 100 a 1000 pg/
mL, quantificando a absor¢do por meio do espectrofotometro UV-vis. Uma amostra de 50 pL
dos canais de saida é diluida com 450 uL de agua ultrapura, adicionado 500 pL do reagente
de Bradford e correlacionado as concentragdes de entrada e saida.

Por meio da curva de calibracdo é possivel realizar a leitura de uma amostra em
estudo, pigmentando-a da mesma forma que se pigmentou as concentracOes de saida para
construcdo da curva. Assim, pode-se verificar em que ponto a amostra se encontra na curva de

calibragéo definindo seu valor de concentracéo.
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CAPITULO IV

4. DESENVOLVIMENTO

4.1. Modelagem matematica

Para definir o tipo de escoamento do fluido é calculado o nimero de Reynolds por
meio da Equacdo (22). Como o canal que estamos estudando é do formato retangular se usa o
didmetro hidraulico do canal ao invés do didametro (KAMHOLZ et al., 1999). Assim, temos 0
nimero de Reynolds no valor de Re = 0,346. Seu baixo valor indica um fluxo laminar e,
sendo menor que 1, o escoamento pode ser considerado como fluxo de Stokes (Creeping
Flow) (LAUTRUP, 2004).

O numero de Péclet também ¢ calculado de modo a definir o quanto a difusividade é
influente na direcdo do fluxo. Para tal célculo utilizamos a Equacdo (23). O comprimento
caracteristico é definido como o didmetro hidraulico e o valor do coeficiente de difuséo da
BSA em 4agua utilizado foi D = 5,9 X 10~7cm?/s. Assim, o valor do nimero de Péclet é
Pe = 5884,32.

Com alto nimero de Péclet e baixo nimero de Reynolds, pode-se utilizar, na
modelagem, o regime de fluxo laminar e a equacdo da difusdo para o deslocamento das
espécies quimicas, sendo que varias solucdes podem ser postas em contato sem que haja a
mistura de seus componentes. Dados de taxa de fluxo de cada solucdo definem a area de
ocupacdo de cada componente em fluxo no canal microfluidico, o que é comum para fluxos
em microescala. Quando temos um canal com a largura maior que a altura, teremos um
nimero de Reynolds baixo e um ndmero de transferéncia de massa de Péclet alto. Assim,
podemos controlar a distribuicdo de uma espécie no canal controlando a vazdo de cada
espécie (KIRBY, 2010).

O aumento do coeficiente de difusdo acarreta em uma reducdo do nimero de Péclet
tornando a mistura dominada pela difusdo ao invés da conveccdo. Essa diferenca ndo é
ocasionada por uma mudanca real na natureza da difusdo, mas uma consequéncia da
distribui¢do hidrodindmica no fluxo no canal (VIRK; HOLDO, 2008).

Na etapa de modelagem se faz necessario a definicdo das coordenadas do fluxo no
interior dos microcanais, as quais estdo demonstradas na Figura 5, sendo a diregéo z a direcéo

do escoamento.
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Figura 5 — Coordenadas do microcanal.

Fonte: Autora (2016)

A equacdo da continuidade em um sistema de coordenadas retangulares, para uma
espécie A, em termos de concentracdo, com p e D,p constantes, é exposta na Equacao (32).

dcy GCA_I_ acA+ dcy 0%c, 0%cy, 0%y
ot | ax T gy TVig, T PaB |Gz Ty T g2

+ Ry (32)

Considerando que: o escoamento estd em estado estacionario, ignorando potenciais
efeitos de entrada; devido ao fluxo ser laminar com pequeno numero de Reynolds, a
velocidade do fluxo ocorre apenas na direcdo z; que a difusdo ocorre apenas nas direcdes x e
v, negligenciando a difusdo na direcdo z; além de ndo haver reacdo no sistema. A Equacédo
(32) é simplificada para a Equacéo (33).

0C, 0%c, 0%C,
V25, = Pas IW‘F ayzl

(33)

Posteriormente é tomada a equacdo de conservacdo de quantidade de movimento para
um fluido Newtoniano com p e u constantes (Equacdo de Navier-Stokes). Essa equacdo €
escrita para cada direcdo do plano cartesiano, como exemplificado nas Equacdes (34), (35) e
(36).

v, av, v, v,

x p(at TG T oy MG 62)
34
op 0%v, 0%v, 0%v, (34)

__EJ”‘[axz + dy? + azzl+pgx
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v v ov v
y: p( y y y y)

ot " xox T, T,
op 0%v, 0d%v, 0J%*v (3)
_ 9 y y y
= oy laxz Tt az2]+pgy
_ (avz+ avz+ 6v2+ avz)
2P\t T x Ty TV,
36
op 0%v, 0%v, 0%y, (36)

- _62+H[6x2 * dy? * az2]+pgz
Para simplificar as equacdes sdo considerados: o0 estado estacionario do sistema; que
ha velocidade apenas na direcdo z e que essa velocidade varia nas direcbes x e y; que a
pressdo varia apenas na direcdo z; e que os efeitos da gravidade sdo desprezados. Assim, resta
apenas a Equacéo (37) correspondente a Equacéo (36) da direcdo z.
2 2
—Z—Z +u laaxvj + aayvjl =0 (37)

A variagdo entre o valor de concentracdo obtido por meio dos testes laboratoriais em

relacdo ao valor obtido por meio da simulacdo, levando em consideracdo a concentracéo
obtida com o coeficiente de difusividade da literatura, é calculada pela funcéo erro dada na
Equacao (38).

y B |valor simulado esperado — valor encontrado] % 100% (38)
0eTTO = valor simulado esperado ’

sendo o valor simulado esperado referente a concentracdo obtida com a simulacdo do
coeficiente de difusdo encontrado na literatura (D = 5,9 x 10~7 cm?/s), e o valor encontrado

refere-se ao resultado de concentracdo obtido laboratorialmente.

4.2.  Desenvolvimento dos dispositivos microfluidicos

Os canais dos dispositivos microfluidicos foram construidos tendo 150 um de largura.
Quando construido o dispositivo final, os canais de saida devem ter essa dimensdo com uma
distancia pré-determinada devido a disposicao dos microarranjos (quadrados azuis na Figura
6) onde terdo nanoburacos que serdo posteriormente inseridos. Os microarranjos devem estar
no centro do microdispositivo, por onde passara um laser monocromatico e realizara a leitura
de concentracdo com auxilio de um computador. A Figura 6 exemplifica a disposi¢cdo dos
microarranjos. Este feixe de laser deve estar alinhado colinearmente aos microarranjos para

realizacdo das leituras de concentragdes finais.
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Figura 6 - DimensGes requeridas dos microcanais devido a disposi¢do dos nanoburacos para

leitura de concentracéo por Laser.
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A altura dos microcanais € de 50 um, pois quando uma gota do fotorresiste é pingada
na lamina de vidro e posta em rotacdo, ao se espalhar pela lamina possui aproximadamente
essa espessura. Mas, devido a necessidade de observar o comportamento no interior dos
canais, os dispositivos foram construidos em AutoCAD tendo metade dessa espessura. Assim,
quando importados para o software COMSOL Multiphysics® considera-se a superficie
superior como sendo a simetria do dispositivo. Desse modo, teremos a simulacdo de apenas
metade do dispositivo, mas virtualmente o programa faz seus calculos para o dispositivo
completo. Além disso, o comprimento dos canais varia de acordo com 0s testes a serem
realizados e o dispositivo utilizado.

Inicialmente desejava-se verificar se a transferéncia de massa simulada no interior dos
microcanais utilizando o coeficiente de difusividade da literatura forneceria 0 mesmo
resultado que o obtido experimentalmente no dispositivo microfluidico. Entdo, projetaram-se
trés dispositivos semelhantes, tendo duas entradas de fluidos em microcanais distintos que se
unem em escoamentos paralelos (sem haver choque frontal) e depois de percorrer certa
distancia em contato os fluidos sdo separados em duas saidas. As distancias utilizadas foram
de 1000, 4500 € 6000 pm

Em um dos microcanais da entrada foi alimentada uma solugéo tamp&o sem a presenca
da proteina BSA e no outro, a mesma solucdo tampéo contendo uma concentragdo conhecida

de BSA. Cada dispositivo possuia comprimentos de contato diferentes entre os dois fluidos.



74

Dessa forma foi possivel testar se esses comprimentos seriam longos o suficiente para que 0s
fluidos estudados apresentassem mistura completa. A Figura 7 expde o0s dispositivos
descritos.

Além de validar o modelo fenomenoldgico desenvolvido, os dispositivos projetados e
combinados com o modelo, podem ser utilizados para estimar o a difusividade méassica de

espécies marcadoras de cancer, cuja difusividade ainda ndo esteja disponivel na literatura.

Figura 7 - Microdispositivos desenhados em AutoCAD com comprimento de canal de mistura
de (A) 6000 pum, (B) 4500 um e (C) 1000 um.

Entrada solucéo

tampéo

Fonte: Autora (2016)

Apos, foi projetado dois dispositivos contendo duas entradas e trés saidas com 0s
canais tendo comprimentos de mistura de 9962 um e 16000 um, respectivamente, sendo o
canal central bifurcado de modo a quantificar a concentragdo de saida nas bifurcagdes e
verificar se houve a mistura completa, ou seja, verificar se o comprimento de canal utilizado é
suficiente para haver a difusdo total dos fluidos. Os dispositivos possibilitaram, também,

observar o comportamento dos fluidos para se iniciar a obtencdo de um gradiente de
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concentracdo a partir das saidas dos canais. A Figura 8 exemplifica estes dispositivos
projetados em AutoCAD 3D.

Figura 8 - Microdispositivos com duas entradas e trés saidas, com canal central bifurcado,

tendo comprimento de mistura de (A) 9960 um e (B) 16000 um.

Fonte: Autora (2016).

Ainda, no intuito de observar o comportamento dos fluidos e da mistura nos canais,
foram projetados dois dispositivos com o0s comprimentos de mistura de 9960 um e
16000 um cada, porém, com duas entradas e quatro saidas, passando por dois estagios de

mistura. A Figura 9 apresenta os dois dispositivos.

Figura 9 - Microdispositivos com duas entradas e quatro saidas tendo comprimento de mistura
de (A) 9960 pm e (B) 16000 pm.

Fonte: Autora (2016)

Posteriormente, visando obter a separacdo das correntes com mais precisdo, foi feita
uma modificacdo no design do dispositivo, na etapa onde os fluxos se encontram. A
modificacdo deu-se em utiliza uma bifurcacdo em Y ao invés de T como estava sendo
utilizada até o momento. Assim, foi projetado um dispositivo tendo duas entradas e cinco

saidas, de modo a observar o comportamento dos fluidos e verificar a variacdo de
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concentracdo de saida de cada canal de mistura. A Figura 10 expfe esse dispositivo contendo

comprimento de canais de mistura de 25000 pm.

Figura 10 - Microdispositivo com duas entradas e cinco saidas com canais de mistura de

25000 um de comprimento e jungdo dos microcanais no formato de Y.

e

_
<

Fonte: Autora (2016)

Por fim, foi projetado o dispositivo com duas entradas e seis saidas, de modo a se
obter um gradiente de concentracdo, sendo que 0s microcanais de saida mais externos devem
possuir concentracdes idénticas as das duas correntes de entrada, e 0s demais microcanais da
saida, quatro concentracfes intermediarias. Este dispositivo foi projetado fazendo com que os
canais de saida passassem bem no centro do microdispositivo, pois € a posicdo por onde o
laser monocromatico de leitura de concentracdo deve passar e onde se localiza 0s
microarranjos com nanoburacos. Por meio da Figura 11 podemos observar o0 modo com que
as etapas de diluicdo sdo dispostas ao redor do centro, deixando esse espaco para 0s canais de
saida. Além dos fluidos BSA e solucdo tampdo para diluicdo, também ha uma entrada e uma
saida para fluir uma amostra a ser comparada simultaneamente com o gradiente de
concentracdo. Todos os canais de saida passam pelo laser, de modo que haja a leitura

simultanea das concentracoes.
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Figura 11 - Microdispositivo para construcdo do gradiente de concentracédo final e dosagem
simultdnea de amostra, tendo comprimento de mistura de 25000 pum e jung¢do dos microcanais

em formato de VY.

Legenda: O fluido concentrado (BSA diluido em tamp&o) € inserido na entrada 1 e a solucéo tampao é inserida

na entrada 2. Apds passagem por todas as etapas de diluicdo os fluidos s&o coletados nas saidas de 3 a 8, sendo a
saida 3 a mais diluida e a 8 a mais concentrada. Na entrada 9 é inserida a amostra desconhecida a ser estudada
para comparacao simultanea ao gradiente de concentracdo formado nas saidas de 3 a 8. Na saida 10 recolhe-se a

amostra desconhecida sem passar por nenhuma alteracéo. Fonte: Autora (2016).

Todos o0s microdispositivos foram posteriormente desenhados também em
CoreIDRAW 2D por exigéncia da grafica para a impressdo do fotolito. Em todos 0s projetos

em CoreIDRAW ha quadrados nas extremidades dos canais. Esses quadrados sdo os locais
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onde séo feitos furos no dispositivo em PDMS para inser¢do dos tubos capilares. Por esses
tubos ocorrerd a entrada e saida dos fluidos. Os tubos de entrada sdo ligados a seringas
alocadas em uma bomba-seringa que impulsiona simultaneamente os émbolos de duas

seringas, bombeando os fluidos para dentro do dispositivo.

Figura 12 - Esquema de impuls&o dos fluidos nos dispositivos microfluidico e coleta posterior

passagem.

Fonte: Autora (2017).

4.3. Simulagdo em COMSOL Multiphysics®

Inicialmente foi confeccionado o dispositivo no software AutoCAD 2016. Tanto 0s
modelos de testes quanto o modelo final foram construidos e testados seguindo 0s mesmos
procedimentos.

Os canais dos dispositivos foram confeccionados tendo 150 um de largura, 25 um de
altura e comprimento variando de acordo com o dispositivo testado. Os canais quando
confeccionados no laboratorio possuem 50 um de altura, mas foram desenhados tendo metade
deste valor, para, na simulacéo, ser considerada a simetria do canal a face superior, reduzindo
assim o esforco computacional para a resolucdo do modelo matematico por meio do programa
COMSOL (Figura 7 a Figura 10).

Ao iniciar o software COMSOL Multiphysics®, os fendmenos fisicos de interesse sdo
selecionados, no caso Creeping Flow e Transport of Diluted Species, além do regime do
processo em estudo, no caso, estado estacionario.

Foi definida a unidade de comprimento sendo um, e a geometria do dispositivo foi
entdo importada do software AutoCAD. A seguir, inseriu-se os dados de entrada, como: a
constante de difusividade D = 5,9 x 1077 cm?/s; a concentracdo de entrada do composto
estudado (BSA), ¢, = 1,51 x 107° mol/L; e a taxa de vazdo Q, = 0,125 mL/h.

Definiu-se, entdo, o material contido dentro dos microcanais, ndo levando em

consideracdo o material que constitui o dispositivo, ou seja, a rugosidade das paredes nao é
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considerada. Considera-se que, inicialmente, todo o dispositivo contém &gua, devido ao
material diluente estudado (solu¢do tampéo) possuir propriedades muito proximas a da agua.

Primeiro, o modelo de escoamento Creeping Flow foi configurado e definiu-se que o
fluido era incompressivel. De acordo com o tdpico 2.4.2.3.1.2 sdo determinadas a
estabilizacdo consistente com Streamline diffusion e Crosswind diffusion, e a estabilizacdo
inconsistente sem Isotropic diffusion, pois é considerada a difusdo apenas nas direcdes x e y.
O programa considera automaticamente a condicdo de contorno de ndo deslizamento nas
paredes que pode ser modificada de acordo com a necessidade.

Definem-se duas faces de entrada dos fluidos em duas abas separadas, sendo que em
uma entrada flui solucdo tampdo e na outra entrada 0 BSA. Na secdo de condicOes de
contorno escolhe Laminar inflow e como condicdo de entrada em Laminar inflow define-se
Flow rate. As condigdes de entrada sdo: Q,/2, devido ao dispositivo ser estudado com
metade de sua geometria real; e o dobro de L., calculado por meio da Equacdo (19), para se
ter uma margem de seguranga. Considerando a tubula¢do do microcanal a ser estudado temos
um valor de L, = 95,8 um. Definem-se, entdo, todas as faces de saida em uma mesma aba,
sendo a condicdo de contorno a pressdo atmosferica. Por fim, insere a aba de simetria
selecionando a superficie superior do dispositivo.

Em seguida, o0 modelo Transport of Diluted Species para a transferéncia de massa é
configurada. Como o numero de Péclet € alto, seleciona a op¢do de convecgdo na secdo
Transport Mechanism. Do mesmo modo que na interface Creeping flow, utiliza-se as
estabilizacGes consistentes Streamline diffusion e Crosswind diffusion, sendo que o tipo de
Crosswind diffusion € definido como Do Carmo e Galedo como explicado no tdpico
2.4.2.4.1.7. Em estabilizacdo inconsistente, da mesma forma que em Creeping flow, ndo é
selecionada a difusdo isotrdpica. Na aba Transport Properties 1, em Model Inputs, é definida
Velocity fields na lista de campo de velocidade, além de especificar que o valor do coeficiente
de difusdo D ira variar de acordo com os valores que usudrio inserir, na se¢do Diffusion, na
caixa de texto de D.. Entdo se define duas faces de entrada adicionando duas abas
concentration. Em ambas se seleciona a opcao Species ¢ na secao concentration. Porém, em
uma é definido ¢y . = c,, sendo a concentracéo de entrada do BSA, e em outra aba se define
co = 0, sendo a entrada de solucédo tampéo. Por fim, definem-se todas as saidas em uma
mesma aba outflow.

Apoés, é definida a malha para discretizacdo da geometria. A malha de todos os

dispositivos foi definida por teste. Primeiro se testa a malha Sweep e posteriormente outras
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malhas com mais definicdes. Na aba Size define-se o Calibrate for como Fluid dynamics e
define-se a espessura da malha em Predefined. A escolha dessa espessura é feita por teste,
refinando a malha e comparando os resultados com o da malha anterior até que seja atingida
uma maior eficiéncia do programa em executar a simulacdo. Ha4 malhas que ndo convergem
dependendo da geometria, pois, como ela apresenta muitas curvas, a malha encontra
dificuldade de se adaptar tendo um refinamento que ndo demande um extremo esforco
computacional. Assim, ha a necessidade da modificagdo da malha e/ou de sua espessura.
Desse modo, ndo ha uma padronizacdo de malha para todos os dispositivos em consequéncia
das suas geometrias variadas.

Por fim, sdo classificados os passos de estudo para célculo da simulacdo. Na aba
Study 1 desmarca-se a area x, uma vez que o0 COMSOL gera automaticamente um grande
namero de graficos padrdo, eles sdo desativados. No primeiro passo (Step 1) mantem-se o
calculo apenas de Creeping flow, desmarcando o Transport of Diluted Species. Em seguida
adiciona-se outro passo estacionario onde desmarca os calculos de Creeping flow mantendo
apenas os calculos para Transport of Diluted Species. Assim, 0 programa calcula cada passo
separadamente, apresentando um resultado de forma mais rapida e concisa. Entdo, na secédo
Values of dependent variables, em Transport of Diluted Species, é definido que os calculos
dessa secdo ndo interferem os resultados da secdo anterior. Assim, marca a op¢ao Values of
variables not solve for, na lista Method escolhe a opcéo Solution e na lista Study escolhe a
opcdo Study 1, Stationary. Na se¢do Study Extensions marca-se a opcao Auxiliary sweep onde
é inserido valores de difusdo para serem simulados. Assim, teremos os resultados da variagdo
de concentracdo de soluto no fluxo para diferentes coeficientes de difusdo. E variado os
valores de difusdo em 5,9 x 1073, 59 x 107*, 59 x 107>, 59 x 107%, 5,9 x 1077, 5,9 X
1078,5,9 x 1072 e 5,9 x 10~° cm? /s para quase todos os dispositivos testados. E definida a
variacdo dos valores do coeficiente de difusdo para comparacdo com o0s resultados
laboratoriais. Assim, compara-se 0s valores de concentracbes de saida simulados com 0s
valores obtidos laboratorialmente, determinando qual o coeficiente de difusdo apresenta
concentracdes de saida simuladas mais proximas das laboratoriais.

Depois de configurado todo o sistema, a resolucdo do modelo é processada no

software.



81

CAPITULO V

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Anélise | — Teste de difusividade

Inicialmente foram realizados testes para encontrar o comprimento de canal necessario
para que houvesse a mistura completa entre os fluidos, sendo eles solucdo de BSA e solucao
tampéo, e analisar o valor do coeficiente de difuséo entre os fluidos. Os primeiros modelos
projetados em AutoCAD para testes encontram-se na Figura 7.

As Figura 13, Figura 14 e Figura 15 expdem a variacdo da concentragdo nos canais
com valor de coeficiente de difusividade D = 5,9 x 10~7 cm?/s, taxa de fluxo de entrada
Qo = 1,0 mL/h e concentragdo de entrada de solugdo de BSA ¢, = 1,51 x 1075 mol/L.

Apos a simulacdo, foi realizado o projeto dos dispositivos em CoreIDRAW para
impressdo do fotolito e confeccdo dos dispositivos em laboratorio. A Figura 16 exemplifica
esses modelos.

Na Tabela 6 temos os valores de concentracdo de saida variando seus coeficientes de
difusividade entre 5,9 x 10~* e 5,9 x 1077, para os trés comprimentos de canais testados. Em
destaque temos os valores de concentracdo para do coeficiente indicado na literatura, 5,9 X
1077, Cada dispositivo apresenta duas saidas, sendo Con.> a saida que apresenta a maior
concentracdo (observando as Figura 13, Figura 14 e Figura 15, seria a saida do lado esquerdo,
correspondente a entrada do mesmo lado, em vermelho), e Con.< a saida que apresenta a
menor concentracdo (saida do lado direito). Além disso, temos os valores de concentracao
obtidos com os testes laboratoriais para cada comprimento de canal e o célculo da funcéo erro
comparando os resultados laboratoriais com os resultados obtidos na simulacdo a partir do

coeficiente de difusividade da literatura.
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Figura 13 — Variacdo de concentracdo no dispositivo microfluidico de 6000 pum de

comprimento de contato e difusividade constante de 5,9 x 10~7 cm?/s.
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Fonte: Autora (2016)

Observando a Figura 13 nota-se que, utilizando o coeficiente de difusdo a partir da
literatura, esse comprimento de canal ndo seria o suficiente para que houvesse a mistura
completa dos fluidos. Consequentemente, 0s canais com comprimento de contato menor (de
4500 um e 1000 um) também ndo obteriam uma mistura completa, como podemos observar

nas Figura 14 e Figura 15.



Figura 14 - Variacdo de concentracdo no dispositivo microfluidico de 4500 pm de

comprimento de contato e difusividade constante de 5,9 x 1077 cm?/s.

Fonte: Autora (2016)

Figura 15 - Variagdo de concentracdo no dispositivo microfluidico de 1000 um de

comprimento de contato e difusividade constante de 5,9 x 1077 cm?/s.

Fonte: Autora (2016)
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Figura 16 - Microdispositivos projetados em CorelDRAW com duas entradas e duas

saidas, com comprimentos de mistura de (A) 6000 um, (B) 4500 pum e (C) 1000 um.

Fonte: Autora (2016)

Tabela 6 - Concentracdes de saidas dos microcanais com comprimentos de contato de
6000 um, 4500 um e 1000 um e variacdo do coeficiente de difusividade em comparacéo

com as concentracfes encontradas nos testes laboratoriais.

Simulagdo 6000 pm Simulagédo 4500 pm Simulacédo 1000 pm

Dif. Con. > Con. < Con. > Con. < Con. > Con. <
(cm?/s) (mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L)
5,90E-04 7,55E-06 7,54E-06 9,14E-06 5,97E-06 9,14E-06 5,97E-06

5,90E-05 8,75E-06 6,35E-06 1,21E-05 3,01E-06 1,21E-05 3,01E-06
5,90E-06 1,00E-05 5,07E-06 1,26E-05 2,54E-06 1,26E-05 2,54E-06
5,90E-07 1,02E-05 4,96E-06 1,26E-05 2,50E-06 1,26E-05 2,50E-06
5,90E-08 1,02E-05 4,95E-06 1,26E-05 2,50E-06 1,26E-05 2,50E-06
5,90E-09 1,02E-05 4,95E-06 1,26E-05 2,50E-06 1,26E-05 2,50E-06

Teste laboratorial Teste laboratorial Teste laboratorial

1,04E-05 1,05E-06 1,08E-05 3,02E-06 1,16E-05 2,42E-06

Erro 2,38% 78,91% 14,68% 20,92% 8,33% 3,10%

Legenda: Con.> indica coluna que apresenta resultados de concentracdo de saida mais concentrada e Con.<

indica coluna que apresenta resultados de concentragdo de saida menos concentrada. Erro calculado por meio da

Equacdo (38). Fonte: Autora (2016).

Comparando os resultados obtidos por meio da simulacdo com aqueles obtidos em
testes laboratoriais, podemos perceber que houve certa divergéncia. Os testes para 0s

comprimentos de 6000 e 4500 pum apresentaram grandes divergéncias em relacao aos valores
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esperados, como podemos observar a partir dos célculos de erro. Comparando valores
absolutos, o teste laboratorial indica que teriamos um valor do coeficiente de difusdo da
ordem de 10~* cm?/s, aproximadamente. Assim, foram realizados mais testes, ndo s6 para se
encontrar os valores do comprimento necessario para difusdo completa, mas também para
observar o comportamento do fluido no interior do dispositivo.

Além disso, modificou-se a vazao de entrada do fluido para Q, = 0,125 mL/h, devido
ao fluxo anterior ndo garantir as especificacdes usadas na modelagem matematica da
microfluidica, o que pode ter levado o sistema operar em condi¢cdes nas quais a suposicao de

creeping flow néo se aplique.

5.2.  Analise Il — Teste de comportamento microfluidico

As Figura 17 e Figura 18 mostram dispositivos com duas entradas e trés saidas, sendo
o canal central bifurcado de modo a poder medir suas concentracfes de saida e, caso forem
iguais, indica mistura completa nesse comprimento de canal. Foram projetados dois
comprimentos para testes, sendo um de 9962 um e outro de 16000 um. Os comprimentos
foram estendidos devido aos valores de concentracbes de saida nos testes laboratoriais
anteriores estar bastante divergentes, indicando uma necessidade de maior comprimento para
mistura completa. Os dados de entrada nesse teste foram: coeficiente de difusdo D = 5,9 X
107 cm?/s, vazdo de entrada Q, = 0,125 mL/h e concentracdo de entrada de solucéo de
BSA ¢, = 1,51 x 10~ mol/L.

Do mesmo modo que o teste anterior, também foram projetados modelos em
CoreIDRAW para impressdo dos fotolitos, a fim de proceder a constru¢do dos dispositivos
laboratorialmente e poder realizar a comparacdo dos resultados. Na Figura 19 séo
apresentados os dispositivos projetados. As Tabela 7 e Tabela 8 apresentam os resultados de
variacdo de concentracdes para 0s testes citados variando o coeficiente de difusividade, do

mesmo modo que na Tabela 6.
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Figura 17 — Sistema de microcanais de comprimento 9962 um com duas entradas e trés

saidas com canal central bifurcado.
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Fonte: Autora (2016).

Observando a Figura 17 pode-se perceber que o comprimento de 9962 um ainda nao
foi suficiente para que houvesse a mistura completa dos fluidos no microcanal. J& a Figura 18

mostra que, simulando, esse comprimento de canal ja seria o suficiente.
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Figura 18 - Sistema de microcanais de comprimento 16000 um com duas entradas e trés
saidas com canal central bifurcado.
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Figura 19 - Microdispositivos projetados em CorelDRAW com duas entradas e trés saidas,

com canal central bifurcado, tendo comprimento de mistura de (A) 9962 um e (B) 16000 pm.

Fonte: Autora (2016)

Tabela 7 - Concentracdes de saida do sistema de microcanais de duas entradas e trés saidas
com comprimentos de contato de 9962 um em comparagdo com as concentracdes

encontradas nos testes laboratoriais.

Simulacio 9962 pm

Con. 100% (mol/1) Con. 50% (mol/l) Con. 50% (mol/l)

Dif. Con. 0% (mol/l)
[1,51 X 107°] [7,55 x 107°] [7,55 x 107¢]
5,90E-03 1,49E-05 7,55E-06 7,55E-06 2,47E-07
5,90E-04 1,51E-05 7,55E-06 7,55E-06 7,91E-16
5,90E-05 1,51E-05 7,55E-06 7,55E-06 0,00E+00
5,90E-06 1,51E-05 7,79E-06 7,31E-06 0,00E+00
5,90E-07 1,51E-05 8,18E-06 6,93E-06 0,00E+00
5,90E-08 1,51E-05 8,24E-06 6,87E-06 0,00E+00
5,90E-09 1,51E-05 8,24E-06 6,86E-06 0,00E+00
5,90E-10 1,51E-05 8,24E-06 6,86E-06 0,00E+00

Teste laboratorial

Conc.(mol/l) 1,21E-05 1,06E-05 2,05E-06 0,0
Conc. (%) 80,13% 70,20% 13,58% 0,0%
Erro 19,87% 29,63% 70,41% 0,0%

Legenda: Erro calculado utilizando a Equagéo (38); Fonte: Autora (2016)
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Observando a Tabela 7, havendo a difusdo completa e adequada, era esperada
concentracdo igual a de entrada na coluna Con. 100%, ou seja, 1,51 x 10~° mol/L, a metade
da concentragdo nas colunas centrais (Con. 50%, ou seja, 7,55 x 1076 mol/L) e concentragdo
zero na coluna a direita. Observa-se que para o coeficiente de difusdo encontrado na literatura,
D = 5,9 x 10~ 7cm? /s, segundo os resultados da simulacéo, esse comprimento de canal ainda
ndo seria o suficiente, pois podemos observar que os valores de concentracdo nas saidas
centrais (bifurcacédo) sdo diferentes, e deveriam ser iguais caso a mistura fosse completa, pois
provém de um mesmo canal de difuséo. Ou seja, 0s resultados mostram que ao fim do canal
central o fluido ainda ndo estd homogéneo, tendo cada borda do canal (esquerda e direita)
uma concentragdo diferente. 1sso ndo ocorreria se a mistura fosse completa. Além disso, 0s
valores obtidos com os testes laboratoriais apresentaram divergéncia dos valores esperados.
Isso ocorreu, provavelmente, devido a existéncia de caminhos preferéncias provenientes de
alguma falha no processo de microfabricacdo, fazendo com que o fluido ndo percorra os

caminhos esperados necessariamente.
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Tabela 8 - Concentragdes de saida do sistema de microcanais de duas entradas e trés saidas
com comprimentos de contato de 16000 um em comparagdo com as concentragdes

encontradas nos testes laboratoriais.

Simulagio 16000 pm

Con. 100% (mol/l) Con. 50% (mol/l) ~ Con. 50% (mol/l)

Dif. Con. 0% (mol/l)
[1,51 X 107°] [7,55 x 107¢] [7,55 % 107°]
5,90E-03 1,47E-05 7,56E-06 7,56E-06 0,00E+00
5,90E-04 1,51E-05 7,56E-06 7,56E-06 0,00E+00
5,90E-05 1,51E-05 7,56E-06 7,56E-06 0,00E+00
5,90E-06 1,51E-05 7,57E-06 7,55E-06 0,00E+00
5,90E-07 1,51E-05 7,60E-06 7,52E-06 0,00E+00
5,90E-08 1,51E-05 7,61E-06 7,51E-06 0,00E+00
5,90E-09 1,51E-05 7,61E-06 7,51E-06 0,00E+00
5,90E-10 1,51E-05 7,61E-06 7,51E-06 0,00E+00

Teste laboratorial

Conc.(mol/l) 9,92E-06 6,83E-06 0,00E+00 0,00E+00
Conc. (%) 65,70% 45,23% 0,0% 0,0%
Variagao 34,30% 10,19% 100% 0,0%

Legenda: Erro calculado utilizando a Equagéo (38); Fonte: Autora (2016).

Analisando a Tabela 8, do mesmo modo que nos resultados da Tabela 7, as
concentrages das colunas de Con. 100%, 50% e 0% também eram esperadas nas
concentracdes descritas anteriormente, para o teste com os canais de comprimento 16000 um,
havendo a difusdo completa e adequada. Neste comprimento, com o coeficiente de difuséo
encontrado na literatura, a simulacdo indica que haveria a mistura praticamente completa.
Porém, também foi obtida divergéncias em comparacdo com o0s resultados obtidos
laboratorialmente, indicando ndo apenas a necessidade de um comprimento ainda maior para
a mistura completa dos fluidos, como uma grande ocorréncia de caminhos preferenciais.

Quando a analise é iniciada no laboratdrio insere-se agua em todo o dispositivo, pelos
dois canais de entrada, de modo a evitar a ocorréncia de caminhos preferencias do fluido.
Apos o dispositivo estar completamente preenchido é inserido o fluido a ser diluido e o
diluente. A partir da simulagdo era esperado que o fluido BSA tomasse o caminho mostrado
nas Figura 17 e Figura 18, ou seja, que cada fluido completasse metade do dispositivo. Porém,

0s ensaios laboratoriais apresentados nas Tabela 7 e Tabela 8 indicam que o diluente esta
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aplicando pressdo no fluido a ser diluido (corrente de fluido contendo a solugdo de BSA),
fazendo com que esse fluido sofra diluicdo no canal em que deveria se manter a concentracao
constante (o canal mais externo em vermelho), além de ndo ocorrer a diluicdo esperada no
canal central.

Também foram realizados testes de microdispositivos com duas entradas e quatro
saidas passando por duas etapas de diluicdo. Do mesmo modo, esses dispositivos foram
confeccionados com microcanais possuindo os comprimentos de contato de 9962 um e
16000 pum, os quais foram utilizados para observar como o fluido se comportava dentro dos

canais (Figura 20 e Figura 21).

Figura 20 - Sistema de microcanais de comprimento 9962 pm com duas entradas e quatro

saidas.
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Fonte: Aut&'éim(2016).

Figura 21 - Sistema de microcanais de comprimento 16000 um com duas entradas e quatro

s
saidas.
D(7)=6.0000E-11 Surface: Concentratian (moll) o Z) V
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Fonte: Autora (2016).
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A Figura 22 expde os projetos refeitos em CoreDRAW para a impressdo do fotolito e
as Tabela 9 e Tabela 10 apresentam as concentragdes obtidas nas simulagfes e nos ensaios
laboratoriais.

Como foi observado nas Tabela 7 e Tabela 8, ndo ha variagdes significativas de
concentracdo com a variagdo do coeficiente de difusividade. Portanto, nas tabelas seguintes

serdo expostos resultados de um nimero reduzido de valores de coeficiente de difusividade.

Figura 22 - Microdispositivos projetados em CorelDRAW com duas entradas e quatro saidas

tendo comprimento de mistura de (A) 9960 um e (B) 16000 pm.

= =

»,
A »

Fonte: Autora (2016)
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Tabela 9 - Concentragdes de saida do sistema de microcanais de duas entradas e quatro saidas
com comprimentos de contato de 9962 um em comparagdo com as concentragdes
encontradas nos testes laboratoriais.

Simulagio 9962 pm
Con. 100% (mol/l)  Con. 75% (mol/l) Con. 25% (mol/l) Con. 0%

ot [1,51 X 1075] [1,13 x 1075] [3,78 X 107¢] (mol/1)
5,90E-05 1,51E-05 1,01E-05 4,99E-06 2,68E-20
5,90E-06 1,51E-05 1,02E-05 4,95E-06 0,00E+00
5,90E-07 1,51E-05 1,03E-05 4,83E-06 0,00E+00
5,90E-08 1,51E-05 1,03E-005 4,82E-06 0,00E+00
5,90E-09 1,51E-05 1,03E-05 4,81E-06 0,00E+00

Teste laboratorial

Conc.(mol/l) 1,09E-05 7,92E-06 1,67E-06 0,00E+00

conc. (%) 72,19% 52,45% 11,06% 0,0%

Erro 27,81% 22,87% 65,46% 0,0%

Legenda: Erro calculado utilizando a Equagéo (38); Fonte: Autora (2016).

Tabela 10 - Concentragdes de saida do sistema de microcanais de duas entradas e quatro
saidas com comprimentos de contato de 16000 um em comparacgao com as concentracdes

encontradas nos testes laboratoriais.

Simulacio 16000 pm

Con. 100% (mol/I) Con. 75% (mol/l) Con. 25% (mol/l) Con. 0%

ot [1,51 x 1075] [1,13 x 1075] [3,78 x 107¢] (mol/l)
5,90E-05 1,51E-05 9,84E-06 4,88E-06 0,00E+00
5,90E-06 1,51E-05 9,84E-06 4,87E-06 0,00E+00
5,90E-07 1,51E-05 9,87E-06 4,84E-06 0,00E+00
5,90E-08 1,51E-05 9,87E-06 4,86E-06 0,00E+00
5,90E-09 1,51E-05 9,87E-06 4,84E-06 0,00E+00

Teste laboratorial

Conc.(mol/l) 9,62E-06 8,92E-06 0,00E+00 00,00E+00

conc. (%) 63,71% 59,07% 0,0% 0,0%

Erro 36,29% 9,60% 100,0% 0,0%

Legenda: Erro calculado utilizando a Equagéo (38); Fonte: Autora (2016).
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Nestes dois ensaios apresentados nas Tabela 9 e Tabela 10 eram esperadas
concentracdes de saida de 1,51 X 10> mol/L para a coluna de Con. 100%, ou seja, a mesma
concentracdo de solugdo de BSA de entrada, 1,13 x 10~° mol/L para a coluna de Con. 75%,
3,78 x 10~° mol/L para a coluna de Con. 25% e concentragdo zero para a coluna de Con. 0%,
ou seja, o diluente puro. Nos ensaios laboratoriais observamos novamente a divergéncia dos
resultados. Assim, como nos ensaios realizados com duas entradas e trés saidas, essas
divergéncias devem ter ocorrido devido a pressdo aplicada do diluente sobre o fluido a ser
diluido, fazendo essa variacdo se propagar na segunda etapa de diluicdo ocasionando numa
maior variacdo das concentracfes de saida dos quatro canais. Outro fator que podem ter
colaborado nessa variacdo sdao possiveis erros experimentais, seja na leitura das concentracdes
e/ou na dosagem dos compostos. Além das variaces encontradas nos ensaios laboratoriais, as
simulacGes também apresentaram variagdo entre as concentracfes de saida com o coeficiente
de difusdo da literatura e os valores de concentragcdes esperados, como pode ser observado
comparando o valor de concentragdo obtido na simulacdo, em negrito, e o valor de
concentracdo esperado indicado em cada porcentagem de cada coluna. 1sso indica que o
comprimento de mistura ainda ndo é longo o suficiente para haver a mistura completa e/ou
que ha um problema de design do dispositivo, fazendo com que os fluidos ndo percorram o

caminho exatamente como necessitado.

5.3.  Analise Il — Mudanca no Design

De modo a tentar melhorar o sistema de diluicdo e evitar que os fluidos percorram
caminhos preferenciais, o que leva a formacdo de gradiente de concentracdo diferente do
esperado, foi modificado o design das etapas de diluicdo dos microcanais como mostrado na
Figura 23. Nela pode-se observar que foi substituido o canal retangular, onde os fluidos se
uniam, por juncdes de canais em forma de Y. Deste modo objetiva-se que os fluidos se
misturem de modo mais preciso, evitando a mistura dos canais das extremidades e o possivel

retorno de fluidos por caminhos ndo desejados.
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Figura 23 - Remodelagem dos designs da etapa de encontro dos microfluidos.

Fonte: Autora (2016).

Também é notado, por meio dos testes laboratoriais e simulados dos microdispositivos
das Figura 17, Figura 18, Figura 20 e Figura 21 que os canais ainda ndo possuem o
comprimento suficiente para a mistura completa, de acordo com os resultados laboratoriais.
Deste modo ¢ utilizada a extrapolacdo do comprimento com o auxilio de equacdes obtidas a
partir de Virk and Holdo (2008), Equacdes (20) e (21).

No caso em estudo, a relacdo de aspecto, £, € igual a 0,333. Considerando um valor
de coeficiente de difusdo de 5,9 x 107° cm? /s temos um comprimento de mistura de cerca de
22000 um. Foi escolhido esse valor de coeficiente de difusividade devido ao valor de
coeficiente da ordem de 107 apresentar um comprimento de canal dez vezes maior a esse
encontrado, sendo um comprimento absurdo e/ou inviavel para os testes laboratoriais devido
ao espaco disponivel para a constru¢dao dos microcanais.

Para se obter uma margem de seguranca, extrapolou-se o valor do comprimento de
canal para cerca de 25000 um. Este comprimento é extrapolado devido, também, a molécula
de teste BSA possuir um tamanho menor comparada a molécula da substancia que sera
utilizada nas analises reais, com plasma sanguineo. Como a molécula de plasma sanguineo é
maior, ird necessitar de mais comprimento de canal para realizar a mistura completa.

Deste modo, foi projetado um dispositivo com duas entradas e cinco saidas, o qual é
mostrado na Figura 24 ja com o resultado da simulacdo, sendo possivel notar a variagdo da

concentracédo ao longo do dispositivo.
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Figura 24 - Sistema de microcanais de comprimento 25000 wum com duas entradas e cinco
saidas.
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 Fonte: Autora (2016).
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A Figura 25 mostra esse modelo redesenhado em CoreIDRAW para impressdo do

fotolito. A Figura 26 contém a imagem fotogréafica desse dispositivo ja construido em PDMS.



Figura 25 — Microdispositivo projetado em CoreIDRAW com comprimento de mistura de

25000 um tendo duas entradas e cinco saidas.

Fonte: Autora (2017).

Figura 26 - Microdispositivo em PDMS com comprimento de mistura de 25000 pm tendo

duas entradas e cinco saidas.

97
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A Tabela 11 mostra os valores de concentracdo de saida das simula¢des para alguns

valores de coeficiente de difusdo, comparando-os aos resultados obtidos experimentalmente.

Tabela 11 - Concentragfes de saida do sistema de microcanais de duas entradas e cinco saidas
com comprimentos de contato de 25000 wm em comparagdo com as concentracées

encontradas nos testes laboratoriais.

Simulagao 25000 pm
Con. 100% Con. 87,5% Con. 50% Con. 12,5%
Con. 0%
Dif. (mol/l) (mol/l) (mol/l) (mol/l)
(mol/l)
[1,51 x 107°] [1,32x107°] [7,55x107°] [1,89x 1079]
5,90E-05 1,51E-05 1,14E-05 7,56E-06 3,72E-06 -3,68E-18
5,90E-06 1,51E-05 1,14E-05 7,56E-06 3,72E-06 5,49E-21
5,90E-07 1,51E-05 1,14E-05 7,56E-06 3,72E-06 3,21E-16
5,90E-08 1,51E-05 1,14E-05 7,56E-06 3,72E-06 -2,11E-13
5,90E-09 1,51E-05 1,14E-05 7,56E-06 3,72E-06 -5,88E-12
Teste laboratorial
Conc.(mol/l) 1,50E-05 1,27E-05 1,05E-05 2,77E-06 0

Conc. (%) 99,34% 84,11% 69,54% 18,34% 0,00%

Variagao 0,66% 11,65% 38,94% 25,63%

Legenda: Erro calculado utilizando a Equagéo (38). Fonte: Autora (2017)

Com o teste da rede de microcanais com duas entradas e cinco saidas tendo as cAmaras
de encontro de fluxos modificadas, observamos uma grande melhora na variacdo de
concentracdo dos canais de saida. O que indica que a modificacdo do design trouxe melhorias
significativas em relacdo ao design anterior, montando um gradiente de concentracdo mais
bem definido, embora ainda apresente divergéncias em relacdo as concentrac@es esperadas.

A Figura 27 mostra um grafico comparativo entre as concentracfes de saida esperadas
e as concentracdes reais de saida obtidas no ensaio laboratorial, sendo o eixo x referente aos
valores de concentracdo e o eixo y referente a cada saida do dispositivo. A curva tracejada
grossa corresponde aos valores de concentracdo esperados e a reta tracejada em preto
corresponde a linearizacdo desses valores de concentracdo esperados, fornecendo um valor de
R? = 0,968. Os pontos vermelhos correspondem aos valores obtidos no ensaio laboratorial e
a reta em vermelho corresponde a linearizacdo desses valores de concentracdo obtidos no

ensaio fornecendo um valor de R? = 0,9462.
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As regressoes lineares de ambos os dados indicam uma boa aproximacdo entre oS

dados experimentais e os dados esperados.

Figura 27 - Gréfico de comparacdo entre concentracdes de saida esperadas e reais a partir do
teste laboratorial.
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Fonte: Autora (2017)

Nota-se divergéncias em relacdo a concentracdo esperada e a concentracao obtida nas
analises laboratoriais. 1sso sugere que, possivelmente, esse comprimento de canal ainda ndo é
o suficiente para ocorrer a mistura completa dos fluidos. Assim, como o fluido néo se dilui
completamente na primeira etapa de mistura, esse erro se propaga ao longo das etapas
ocasionando uma variacdo nas concentracfes das saidas dos canais. Além disso, ainda esta
ocorrendo caminhos preferenciais, como se pode observar pelo resultado de concentracdo da
saida onde deveria haver concentracdo maxima da solucdo de BSA, porém, ainda esta
havendo uma pequena diluicdo. Isso pode estar ocorrendo devido a falhas na microfabricacéo
do dispositivo.

Observando os resultados da Tabela 11, comparando os valores de concentracdo de
saida obtidos na simulacdo, a partir do coeficiente de difusividade da literatura (em negrito),
com os valores de concentracdo esperados (indicados juntamente com a porcentagem de
concentracdo que deve sair de cada canal), observa-se que também h& divergéncias. Essa

variagdo reforca a ideia de que o comprimento do microcanal ainda ndo é longo o suficiente
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para haver a mistura completa. Assim, se os fluidos ndo se misturam devidamente na primeira
etapa, este erro se propaga nas etapas seguintes havendo a variagdo nas concentracgdes finais.

Também foi projetado um dispositivo com duas entradas e seis saidas, de forma a
montar um gradiente de concentracdo contendo seis pontos, indo do mais diluido ao mais
concentrado, para ser testado futuramente. Esse dispositivo foi projetado para ser acoplado em
uma plataforma sensorial baseadas em arranjos de nanoburacos, 0s quais sdo construidos no
centro do substrato, por onde passard um laser para leitura da concentracdo eletronicamente.
Dessa forma, os microcanais séo dispostos nas bordas deixando o centro para os canais de
saida passar exatamente por onde o laser é emitido. A Figura 11 exemplificou esse
dispositivo, a Figura 28 o0 mostra em modo 3D e a Figura 29 expde esse dispositivos projetado
em CoreIDRAW.
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Figura 28 — Microdispositivo em 3D para construcdo do gradiente de concentracéo final e

leitura simultdnea de amostra tendo comprimento de mistura de 25000 um e aproximagéo dos

nanoburacos para leitura a laser.
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Figura 29 - Microdispositivo projetado em CoreDRAW com comprimento de mistura de
25000 um tendo duas entradas e seis saidas, entrada e saida para amostra de analise, mais
espaco determinado para leitura de concentragdes a laser.

Fonte: Autora (2017)
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CAPITULO VI

6. CONCLUSOES

O estudo realizado possibilitou a conclusdo de que € possivel construir o dispositivo
com uma rede complexa de microcanais em PDMS para obter o perfil de concentracdo
desejado. Como as concentracfes trabalhadas foram extremamente baixas, indica que ha a
possibilidade de leitura de amostras de marcadores de cancer em concentragcdes também
baixas.

Foi visto que o software COMSOL Multiphysics®, com o auxilio de um software
CAD, é uma excelente ferramenta para a simulagéo de dispositivos microfluidicos, auxiliando
no projeto de microdispositivos.

Para que 0 modelo simulado possa ser construido em PDMS com distribuicdo de
concentracdo homogénea entre os canais, foi observado que a modificacdo das etapas de
mistura para a forma em Y € muito vantajosa, possibilitando uma maior aproximacao entre 0s
resultados experimentais e teoricos. A separacdo dos canais em forma de Y assegura uma
melhor diviséo dos fluidos entre as etapas de diluicéo.

O dispositivo final, futuramente, terd o intuito de: realizar a diluicdo do composto para
formacdo do gradiente de concentracdo; coleta das amostras e leitura das concentracdes em
espectrofotémetro; e leitura por meio do laser das concentragcdes que formam o gradiente de
concentracdo simultaneamente a leitura da amostra real, de modo que haja a comparagédo
simultdnea dessa amostra ao gradiente de concentracdo formado, obtendo, assim, a
concentracdo da amostra analisada.

Assim, podemos concluir que hd a possibilidade da construcdo de biossensores

portateis para a dosagem de marcadores de cancer utilizando a rede de microdiluicéo.
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CAPITULO VII

7. SUGESTOES DE PROXIMOS TRABALHOS

A partir do estudo realizado, pode-se sugerir que, como sequéncia, haja a confec¢do do
dispositivo com seis saidas a fim de construir o gradiente de concentragdo completo e bem
definido, além da comparacdo simultdnea da amostra a ser estudada. Esse dispositivo
possibilitara a leitura a laser simultanea de todas as concentracGes resultantes.

Outra sugestdo € realizacdo do projeto e construcdo de um dispositivo com canais mais
longos para garantir melhor mistura dos fluidos. Além disso, projetar esse dispositivo com
apenas uma saida, contendo a jung@o dos canais apos leitura nos nanoburacos, de modo que a
leitura das concentracOes seja realizada apenas pelo laser, aléem de disponibilizar mais espaco
para que caiba 0 comprimento dos canais necessarios.

Sugere-se também a utilizacdo de métodos de leitura em espectrofotbmetro mais
simples que o método utilizando a pigmentacao por reagente de Breadford. E sugerido testar o
sistema apenas com uma substancia cuja absorcdo obedeca a lei de Beer, desde a condicéo
mais concentrada até a maxima dilui¢do, ou seja, que ndo precise de pigmentacdo para leitura
em espectrofotdmetro. Assim, verificar-se-ia as diluicdes obtidas sem a influéncia de um

método como o de Breadford.
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