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RESUMO

A criopreservacao celular ¢ um ramo da ciéncia que descreve metodologias para
conservar c¢lulas vivas através do congelamento e conservagdo em temperaturas negativas.
Tendo isso em vista, algumas pesquisas estudam o processo de congelamento celular das mais
diferentes maneiras, podendo ele ser classificado entre congelamento lento e rapido
(vitrificagdo). Com isto, o presente trabalho visa estudar experimentalmente o método de
vitrificagdo por evaporacao de filme fino de nitrogé€nio para criopreservagao celular. Este estudo
conta com uma comparagdo experimental entre o método de evaporagdo de filme fino e o
método de imersdo, utilizando nitrogénio liquido como refrigerante e 4gua como amostra em
ambos os casos. O estudo experimental utilizou diferentes se¢des de testes, com diferentes
dimensdes e composi¢des, visando identificar o melhor layout para otimizar a taxa de
resfriamento. Além do estudo experimental, o trabalho também desenvolveu uma metodologia
numérica para descrever o processo estudado por meio de simulagdes computacionais em CFD
utilizando o software Ansys Fluent ®. A simulagdo numérica estudada considerou uma
geometria em 2D, utilizando método de turbuléncia k-o e solidificacao para simular todos os
processos que ocorrem na evaporacao de filme fino. Os resultados experimentais encontrados
apresentaram uma maior taxa de congelamento nos métodos de imersdo, apresentando valores
de aproximadamente 900°C/min. J& o método de evaporacdo de filme fino, no melhor caso
estudado encontrou cerca de 500 °C/min. Por fim, a simulagdo numérica também conseguiu
prever o inicio do processo de congelamento, demonstrando os perfis de escoamento de

nitrogénio, variagdo de temperatura e o processo de solidificagdo da amostra.

Palavras-chave: Criopreservacao, Vitrificagdo, CFD, Evaporagdo de Filme Fino.



ABSTRACT

Cell cryopreservation is a branch of science that describes methodologies to preserve
living cells through freezing and conservation at negative temperatures. With this in mind, some
researchers study the process of cellular freezing in the most different ways, and it can be
classified between slow and fast freezing (vitrification). So the present work aims to
experimentally study the method of vitrification by thin film evaporation of nitrogen for cellular
cryopreservation. This study has an experimental comparison between the thin film evaporation
method and the immersion method, using liquid nitrogen as coolant and water as a sample in
both cases. The experimental study used different test sections, with different dimensions and
compositions, in order to identify the best layout to optimize the cooling rate. In addition to the
experimental study, the work also developed a numerical methodology to describe the process
studied through computer simulations in CFD using Ansys Fluent ® software. The numerical
simulation studied considered a 2D geometry, using k-o turbulence method and solidification
method to simulate all the processes that occur in thin film evaporation. The experimental
results showed a higher freezing rate in the immersion methods, presenting values of
approximately 900°C/min. The thin film evaporation method, in the best case studied, found a
freezing rate of 500 °C/min. Finally, the numerical simulation was also able to predict the
beginning of the freezing process, demonstrating the nitrogen flow profiles, temperature

variation and the solidification process of the sample.

Key-words: Cryopreservation, Vitrification, CFD, Thin Film Evaporation.
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1 INTRODUCAO

A viabilidade de sistemas vivos depende principalmente da presenga de agua. A
remog¢ao de agua de tecidos, células ou biomoléculas através da secagem ou congelamento
normalmente ocasionam danos celulares. Essa remocao pode causar um estresse osmotico ou
mudancas conformais que afetam a estrutura e fun¢ao das células e biomoléculas. Além disso,
no caso de congelamentos, a formagdo de gelo pode causar estresses mecanicos nos materiais
biologicos. Uma maneira de preservar a vida dessas células durante processos de congelamento
ou secagem ¢ o desenvolvimento de formulagdes e estratégias focadas na protegdo desses
materiais (WOLKERS et al., 2021).

A criopreservagdo ¢ utilizada em diversas areas como, por exemplo, para auxiliar em
técnicas de reproducao assistida, além da preservacao de células para uso futuro como as células
de fertilidade masculina e feminina. Existem basicamente dois métodos de congelamento,
sendo eles o de congelamento lento e a vitrificagdo. Basicamente a sua diferenga ocorre em
relacdo a velocidade de resfriamento e & concentracdo de agentes crioprotetores utilizados.
Tanto a velocidade, como os crioprotetores influenciam diretamente na eficiéncia de um
processo de criopreservacao, garantindo ou ndo a sobrevivéncia do material bioldgico utilizado
(LT et al., 2019).

Para preservar células durante o seu congelamento, a criobiologia estuda os efeitos de
temperaturas extremamente baixas em materiais bioldgicos, como células e organismos. Dentro
dessa area de pesquisa existe a criopreservagdo, que consiste em conjunto de protocolos que
permite a manutencdo de diversos materiais bioldgicos em baixas temperaturas. O principal
objetivo da criopreservacao ¢ minimizar o dano nos materiais biologicos, como tecidos, células
mamarias, bactérias, fungos, células de plantas e virus durante o congelamento ou preservacao
em baixas temperaturas (BROCKBANK et al., 2007).

Atualmente, existe cada vez mais a busca por alternativas de como efetuar a
criopreservacao de células. Segundo Timoteo ef al. (2014), a criopreservagdo consiste em um
processo em que as c€lulas e tecidos sdo conservados em temperaturas negativas, com uso de
crioprotetores, que garantem a integridade para utilizacao futura dos materiais congelados.

Novas biotecnologias na reproducao animal tem o intuito de aumentar a propagacao de
material genético de alto valor em menor espago de tempo. Entretanto, a manipulacdo desses
materiais para preserva-los e utilizd-los durante muito tempo, ocasiona danos em suas

estruturas, que podem comprometer as suas funcdes. Por esse motivo € importante entender e
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estudar o processo de criopreservacdo de materiais bioldgicos, a fim de reduzir as lesdes e
mortes celulares (Silva, 2011).

Isso ocorre porque esse processo de resfriamento celular interfere nas diversas vias
metabolicas, na diminui¢do da atividade da bomba de sédio e potassio e na mudanga de fase
dos lipidios da membrana plasmatica, interferindo na fungdo das enzimas e na precipitacdo de
substancias. Além disso, a criopreservacdo pode causar danos de desidratacdo ou geragdo de
cristais de gelo na parte interna das células, conhecidas como crioinjurias (Silva, 2017).

Tendo em vista os problemas apresentados, que podem prejudicar a vida util das células,
e considerando os avancos das tecnologias médicas, que visam utilizar a terapia celular,
aumenta a necessidade da preservacdo de células. Todavia, a preservacao celular ainda carece
de uma garantia de resisténcia de todas as cé€lulas tratadas. Portanto, ¢ importante encontrar a
melhor metodologia para realizar estes protocolos, de maneira que todas as células possam ser
reutilizadas apds o processo de criopreservagao.

Com isso, o esse trabalho apresenta um estudo de um novo método de criopreservacao
utilizando a evaporagdo de filme fino, tendo um enfoque principal no estudo do fenomeno
térmico que ocorre no processo. Esse estudo consiste em analisar experimentalmente e

numericamente as possibilidades e dificuldades que o método pode proporcionar.
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1.1 Objetivos

1.1.1  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ estudar e caracterizar o método de evaporagao de filme fino

de nitrogénio liquido para criopreservagdo de material bioldgico.

1.1.2  Objetivos Especificos

e Estabelecer as condi¢des operacionais para realizar a evaporacao de filme fino;

e Desenvolver e avaliar microdispositivos para deposi¢ao da amostra no evaporador para
o congelamento e o efeito na taxa de congelamento;

e Avaliar as taxas de congelamento e transferéncia de calor comparando a evaporacao de
filme fino com o método de imersdo da amostra;

e Analisar numericamente o processo de congelamento por evaporagdo de filme fino de

nitrogénio liquido.

1.2 Justificativa

Os objetivos especificos foram determinados visando buscar a melhor metodologia de
criopreservacdo através da evaporagdo de filme fino. O trabalho comparou o método de
evaporagdo de filme fino com o método de imersdo da amostra, para avaliar a influéncia de
diferentes condi¢des nos processos.

Ademais, foi desenvolvido um estudo numérico a fim de que o fenomeno estudado
possa ser previsto antes de ser colocado em pratica, reduzindo consideravelmente custos

operacionais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serdo apresentados conceitos e parametros importantes relacionados a

criopreservacao ¢ o estado atual da pesquisa no tema.

2.1 Criopreservacao celular

Um ramo expoente da biologia, que estuda o efeito de baixas temperaturas em células,
tecidos e organismos vivos ¢ a criobiologia. Através desta ciéncia, foi possivel desenvolver a
criopreservacdo, que consiste na preservacao de células e tecidos em temperaturas abaixo do
ponto de congelamento da agua, visando preservar a composi¢ao das células e manter suas
funcionalidades por tempo indeterminado (SILVA et al., 2011).

A biopreservagao, como também ¢ conhecida a area de criopreservacao, consiste em um
conjunto de processos que suprimem o envelhecimento celulares através de processos de
preservagao e processos de restauracao celular apos a preservagao. Esses processos ocorrem em
temperaturas negativas consideradas criogénicas, o que gera o nome de “criopreservaciao”
(BAUST, 2009).

Segundo Santos (2000) a criopreservagao consiste na conservagao de material biologico
em temperaturas na faixa de -190 a -196 °C, através da utilizacao de nitrogénio liquido. Esta ¢
uma técnica que permite a preservacdo de material genético de plantas a longo prazo, tendo
como principal exemplo o germoplasma.

Na baixa temperatura em que o material ¢ conservado, todas as reagdes quimicas,
processos bioldgicos e atividades intra e extracelulares estdo suspensas, o que torna possivel
que as c¢lulas ou materiais biologicos sejam conservados por tempo indeterminado. Entretanto,
para que isso ocorra, ¢ necessario utilizar um agente crioprotetor, também conhecido como
ACP (SHEIKHI et al., 2011).

Dentre as varias células que podem ser criopreservadas, as mais comuns sdo OS
espermatozoides e os ovocitos, respectivos gametas masculinos e femininos responsaveis pela
reproducdo. Na Figura 2.1 ¢ possivel visualizar um exemplo de como funciona o processo de
criopreservacao de espermas, desde a etapa de coleta até a etapa de armazenamento do material

genético.
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Figura 2.1 — Esquema do processo de criopreservagdo de esperma
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Fonte: Daniell (2019).

O processo de criopreservagao gera alguns efeitos temporarios sobre as células e tecidos
utilizados. Alguns exemplos sdo a interferéncia nas diversas vias metabolicas, a diminui¢do da
atividade da bomba de sodio e potassio e a mudanca de fase dos lipidios da membrana
plasmatica. Isso também leva a uma mudanca nas funcdes das enzimas e a precipitacdo de
algumas substancias. Vale ressaltar, que na maioria dos casos esses efeitos permanecem apenas
enquanto as células estdo congeladas, retornando ao seu metabolismo natural apds o
reaquecimento celular (SILVA et al., 2017).

Apesar da utilizagdo de crioprotetores, ainda existem outros fatores que podem
influenciar na preservagao das cé€lulas, sendo eles o0 método de criopreservagdo, os materiais
utilizados e os métodos de descongelamento das células. Algumas dessas variaveis serao

apresentadas nos posteriores subcapitulos.
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2.1.1 Tipos de Criopreservagao

Os métodos de criopreservacdo podem ser diferenciados de acordo com a taxa de
resfriamento, a composicao do crioprotetor, a taxa de dilui¢do, as ferramentas ¢ a taxa de
reaquecimento. Apesar desses fatores, na maioria dos casos os principais métodos de
criopreservacao sdo o congelamento lento e a vitrificagdo (LI ef al., 2019).

Apesar de serem métodos diferentes, a criopreservacao ¢ caracterizada pelas seguintes
etapas fundamentais.

1. Exposicio ao ACP: Momento em que os crioprotetores sdo inseridos nas células
através da difusdo massica.
2. Resfriamento com reducio de temperatura de forma gradual (congelamento lento)

ou subita (vitrificacdo): Etapa na qual a amostra passa da temperatura ambiente para a

criogénica, além de ser a etapa que diferencia os métodos de criopreservagao.

3. Armazenamento dos materiais congelados: Nesta etapa os materiais celulares sdo
preservados por tempo indeterminado até que seja necessario a sua utilizagao.

4. Descongelamento ou aquecimento: Nesta etapa o material criopreservado ¢
descongelado, de maneira a recuperar o seu metabolismo celular.

5. Diluicdo ou remoc¢ao do ACP: Antes de utilizar as células preservadas, ¢ necessario
retirar os ACPs ainda presentes, de maneira a evitar a producdo de metabdlitos

secundarios que podem ser toxicos as células.

Dentre as cinco etapas apresentadas anteriormente, o presente trabalho focou na segunda
etapa do processo de criopreservacdo, de maneira a comparar os métodos possiveis, bem como
a influéncia de diferentes varidveis nesse processo.

O método de congelamento lento ¢ caracterizado por uma redugdo gradual de
temperatura que permite reduzir o estresse térmico presente nas mudancas de fase do estado
liquido para o estado so6lido. Esse método também garante uma desidratagdo celular gradual
que ajuda a reduzir a formacdo de cristais de gelo, além de reduzir a necessidade de altas
concentracdes de ACP (SANCHES, 2009; SHAW et al., 2000).

Esse congelamento controlado ¢ realizado por meio de um freezer com controle de
temperatura, que garante uma desidratacdo celular adequada na faixa de -30 a -80 °C. Apds
essa desidratagdo o material ¢ estocado em nitrogénio liquido na temperatura de -196 °C

(CASTRO et al., 2011).
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Em contrapartida, a criopreservagdo por vitrificagdo ¢ realizada com uma reducdo
brusca de temperatura. O congelamento ¢ realizado dessa maneira com o intuito de obter um
solido amorfo ou em estado vitreo, que difere do solido cristalino por ndo haver formacao de
cristais de gelo no interior das células. A taxa de resfriamento de uma vitrificacao ¢ alta e
necessita de altas concentracdes de crioprotetores e suas taxas variam entre 10.000 e
25.000 °C/min. Apesar das altas concentragdes de ACP, estudos mostram que com taxas
maiores de 100.000 °C/min, a necessidade da utilizagdo de crioprotetores comeca a diminuir
(CRUZAN et al., 2004; YAMAKI et al., 2002; YEOMAN et al., 2005).

Para ambos os métodos existe a possibilidade de crioinjurias ao longo do processo de
criopreservacao. Existe a lesdo que pode ocorrer devido a desidratagdo em excesso, que ocorre
em processos lentos. Outra lesdo que ocorre € a mecanica, que provém da formacao de pedagos
de gelo que danificam as estruturas celulares (YANG et al., 2020). Exemplos de crioinjurias

estdo representados na Figura 2.2.

Figura 2.2 — Tipos de crioinjurias
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Fonte: Yang et al. (2020).

Ao comparar os métodos de criopreservagao, Gurruchaga et al. (2018) apresentaram as
vantagens e desvantagens da vitrificagao e do congelamento lento, conforme apresentado na

Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Vantagens e desvantagens dos métodos de criopreservagao

Método Vantagens Desvantagens

- Baixa concentragdo de ACPs

- Simples manipulagao e - Formagdo de gelo na amostra
Congelamento Lento equipamentos - Possibilidade de danos na
- Possibilidade de armazenar estrutura ou tecido

grandes volumes

- Alta concentragao de ACPs

o - Previne a criagdo de gelo - ACPs apresentam toxicidade
Vitrificagao ) . .
- Preserva a estrutura dos tecidos - Complexidade na adigdo e

remocdo dos ACPs

Fonte: Gurruchaga et al. (2018).

Conforme a Tabela 2.1, o congelamento lento apresenta uma maior simplicidade e
facilidade de aplicagdo, apesar do método causar maiores danos celulares. Em relacdo a
vitrificagdo, se obtém maior prote¢dao celular durante a criopreservagdo, mas necessita alta
concentracdo de ACPs para prevenir a criagdo de cristais de gelo, mas que podem causar
problemas futuros para as células devido a toxidade dos mesmos.

Por fim, Castro et al. (2011) avaliam que independentemente do método aplicado, o uso
de ACP ¢ imprescindivel para o sucesso da criopreservacao, pois aumenta a resisténcia das
células a possiveis injurias provenientes do processo de congelamento. Entretanto, a degradagao
desses ACPs pode gerar metabolitos toxicos as células, fazendo necessario o uso controlado

desses agentes.

2.1.2  Agentes crioprotetores (ACPs)

Ao longo dos anos foram aprimorados e testados diversos crioprotetores para aumentar
a preservacdo celular em temperaturas ultrabaixas. Alguns dos ACPs identificados em
diferentes bibliografias foram os compostos sulfoxidos, alcoois hidratados, didis, tridis,
polidlcoois, monossacarideos, dissacarideos, polissacarideos, heterociclicos e proteinas
(SANTIS et al., 2009).

Ao se realizar o processo de congelamento, inicialmente as células sdo tratadas com
agentes crioprotetores, com o intuito de protegé-las das lesdes ocasionadas pela desidratacao

ou geragao de cristais de gelo que sao formados durante o resfriamento. Essas duas lesdes estdo
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relacionadas as taxas de congelamento, onde a desidratacdo ocorre em baixas velocidades e a
formagao de cristais de gelo em altas velocidades de congelamento (SILVA et al., 2017).

Segundo Brockbank et al. (2007), os crioprotetores sao utilizados para suprimir altas
concentragdes de sais, reduzir o encolhimento celular, reduzir o congelamento parcial da
solugdo e reduzir a formagdo de gelo intracelular. Além disso, os ACPs sdo comumente
divididos em intracelular, que ¢ permeével as células e apresenta um baixo peso molecular, e o
extracelular, que por sua vez ¢ impermeavel e apresenta um alto peso molecular.

Os ACPs intracelulares, sdo substancias que apresentam uma baixa densidade relativa e
uma alta solubilidade em meio aquoso, garantindo a penetracdo celular. Eles garantem a
reducdo dos danos do congelamento, pois apresentam caracteristicas quimicas que reduzem a
formagdo de cristais de gelo, permitindo assim a estabilizacdo da forma das biomembranas.
Como principais exemplos dessa classe de ACPs sao o dimetilsulféxido (DMSO), o glicerol e
o etilenoglicol (EG) (SILVA et al., 2017).

O outro grupo de ACPs ¢ o extracelular, que sdo substancias naturais com alta densidade
relativa. Eles atuam aumentando a osmolaridade do meio extracelular, retirando a agua do
interior das células, garantindo assim a redug¢do da formagdo de cristais de gelo. Alguns
exemplos desses ACPs sdo os agUcares trealose e sacarose, que tém como vantagem uma baixa
toxicidade ao compararmos com alguns ACPs intracelulares (SILVA et al., 2017).

Uma lista de crioprotetores comuns podem ser visualizados na Tabela 2.2, onde sdo

basicamente separados entre permeaveis € ndo permeaveis.

Tabela 2.2 — Tipos e exemplos de ACPs

ACPs permedveis ACPs nao permeaveis
Acucares Polimeros
Dimetilsulfoxido (DMSO) Sacarose Polietileno glicol (PEG)
Etilenoglicol (EG) Trealose Polivinilpirrolidona (PVP)
Propileno glicol Rafinose Hidroxietilamido (HEA)
Glicerol Manitol Ficoll
Metanol Glicose Proteinas séricas (mistura)
Etanol Galactose Proteinas de leite (mistura)

Fonte: Fuller et al. (2017).

Para cada célula deve existir um ACP 6timo, que interaja da melhor forma com o
material bioldgico. No estudo de Santis er al. (2009) foi determinado que o DMSO, com

féormula molecular Me>SO, ¢ o mais indicado para a criopreservagao de células-progenitoras
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hematopocéticas (CPHs). Este protetor tem a func¢do de capturar as moléculas de agua livre,
reduzindo a quantidade de gelo formado, diminuindo assim a temperatura do ponto de
congelamento e aumentando o ponto de vitrificacao.

Ainda no trabalho de Santis ef al. (2009), o glicerol também se mostrou muito util na
preservacdo de espermatozoides de aves, hemécias, plaquetas e varios tipos de células
nucleadas. O glicerol diminuiu a desnaturag¢do das proteinas expostas a baixas temperaturas,
além de ser um composto atdxico para as células, independente da concentracao utilizada.

Estes crioprotetores exemplificados, apresentam uma influéncia intracelular nas células,
entretanto existem alternativas menos evasivas. Um exemplo de um ACP extracelular ¢ o
hidroxietilamido (HEA), que ¢ utilizado como expansor da volemia, sedimentador de eritrocitos
e separador de leucocitos. O HEA ¢ uma molécula que tem seu efeito osmotico reduzido, devido
ao seu alto peso molecular, fazendo com que o crioprotetor ndo penetre no interior das células,
tornando-o um crioprotetor ndo-penetrante (SANTIS et al., 2009).

Segundo Silva et al. (2020) apesar das diferentes alternativas de ACPs, o mais utilizado
¢ o DMSO, porém o uso ¢ restrito para uma concentracdo maxima de 10%. Isso porque varios
estudos apontaram que o DMSO apresenta uma elevada toxicidade, que pode ocasionar ndusea,
vOmito, diarreia, hipertensao, edema pulmonar, dentre outros problemas.

Tendo em vista estes efeitos colaterais que podem ocorrer com a utilizagdo de
crioprotetores, alguns estudos demonstraram que com taxas de resfriamento maiores que
100.000 °C/min ¢ possivel reduzir consideravelmente a sua utilizagdo. Com isto, métodos que
alcangam estas taxas sdo os mais utilizados e estudados atualmente, visando evitar o uso de

ACPs.

2.1.3 Congelamento lento

O processo de congelamento lento ocorre usualmente dentro de freezers de alta
performance, com controle de temperatura. O material bioldégico ¢ armazenado em um
recipiente que suporta temperaturas criogénicas. O recipiente ¢ adicionado ao sistema de
refrigeracdo com a temperatura desejada previamente programada, ocorrendo entdo o
resfriamento da célula até a desidratacao celular, que ocorre em duas temperaturas distintas, por
volta de -30 e -80°C. Depois disso, o material congelado ¢ conservado em nitrogénio liquido
até sua reutilizacao e reativacao celular (CASTRO et al., 2011).

De acordo com Shaw et al. (2003), o processo de congelamento lento pode ser realizado

utilizando uma taxa de congelamento constante ou varidvel. Independente da taxa selecionada,



23

usualmente seus valores variam entre 1 e 1.000 °C/min, dependendo da célula e do volume da
amostra. Além disso, este processo utiliza baixa concentragdo de agentes crioprotetores (ACPs).

Um exemplo ¢ o congelamento de esperma, que utiliza diferentes taxas de
congelamento. Inicialmente ¢ resfriado de 20 a 5°C com uma taxa de 0,5 a 1°C/min. Depois
desse passo, a temperatura ¢ reduzida de 5 a - 80°C, usando uma taxa de 1 a 10 °C/min.
Finalmente, a amostra de esperma congelada ¢ conservada em um tanque com nitrogénio
liquido (LI et al., 2019). Para outros materiais bioldégicos como embrides e ovarios, sao
utilizadas taxas de resfriamento entre 0,3 ¢ 1°C/min, dependendo do tamanho da amostra,
permeabilidade e caracteristicas difusivas das células (SHAW et al., 2003).

De acordo com o material utilizado, existem diferentes maneiras de realizar qualquer
processo de criopreservagao. Na Figura 2.3 € possivel ver as etapas do congelamento lento que

ocorrem usualmente, variando para cada célula as taxas de congelamento e os ACPs utilizados.

Figura 2.3 — Esquema do processo de criopreservagdo por congelamento lento
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Fonte: Gurruchaga et al. (2018).

O processo inicialmente ocorre com uma reducdo de temperatura, € somente por volta
de 4 °C a soluc¢dao de ACP ¢ adicionada, evitando assim os efeitos citotoxicos da solugdo. Entdo
a amostra ¢ resfriada lentamente até que a nucleagao do gelo ocorre, por volta de -7 °C. Depois
a amostra continua seu resfriamento até -80 °C, quando entdo as amostras sao submersas em
nitrogénio liquido, ultrapassando assim a temperatura vitrea de transi¢ao e atingindo o estado

criogénico. As amostras criopreservadas formam uma matriz solidificada composta por gelo,
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ACPs, soluto e uma biomassa composta por células extremamente desidratadas sem a presenga
de gelo. Para reutiliza¢do das células preservadas, ocorre um descongelamento rapido, onde por
volta de 4 °C ocorre a remogao dos ACPs e entdo a amostra estard pronta para ser utilizada

novamente (GURRUCHAGA et al., 2018).

2.1.4 Vitrificacdo

Desde 1984, a vitrificacdo apresenta uma rapida expansdo da sua utilizacdo para
alcancar a criopreservacdo de uma maneira que nao era possivel antes. Isso ¢ possivel perceber
ao analisar a Figura 2.4, que mostra o nimero de citacdes acumuladas sobre “vitrificagdo” entre
o periodo de 1980 e 2014 analisados pela PubMed. Em especial, no periodo entre 2008 e 2014
o nimero de citagdes em trabalhos aumenta cerca de 1600 nesse periodo analisado (TUCKER

etal.,2016).

Figura 2.4 — Numero de citagdes de vitrificacdo acumuladas entre 1980 ¢ 2014.
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Fonte: Tucker et al. (2016).

A vitrificagdo € um processo de solidificagdo onde o liquido ¢ transformado em um
material amorfo ou em estado vitreo. Esse método de criopreservacao consiste na redugao
repentina da temperatura para obter o estado vitreo, visando evitar a formagao de cristais de
gelos dentro das células. Entretanto, para garantir esse estado, € necessario aumentar a taxa de
resfriamento (por exemplo 2.500 °C/min) e utilizar uma alta concentracao de ACPs (Castro et
al., 2011). Atualmente esse método ¢ o mais comum utilizado na preservagdao de ovocitos e

embrides (LI et al., 2019).
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De fato, a vitrificagdo ¢ uma maneira ideal de preservar células, visto que pode reduzir
as lesdes ocasionadas por cristais de gelo durante o processo. Todavia, para garantir essa
redugdo ¢ necessario utilizar ACPs, que podem causar problemas futuros nas células em fungao
de sua toxicidade. Outro fator importante nesse método € o processo de descongelamento das
células, o qual precisa ocorrer com uma taxa uniforme para evitar estresses térmicos e danos
celulares (BAUST et al., 2009).

A medida que o resfriamento ocorre, os movimentos moleculares no liquido que
permeiam o tecido diminuem. Eventualmente, a amostra alcanca um estado vitreo onde o
liquido fica “preso” e atinge uma temperatura muito baixa para fluir. Esse liquido vitrificado ¢
essencialmente um liquido em estase molecular, no qual ocorre o aumento da viscosidade e nao
a cristalizacdo (BROCKBANK et al., 2007).

Tipicamente o material ¢ considerado solido quando a viscosidade atinge cerca de
10" kg/ms. A temperatura em que o material pode ser considerado vitreo ¢ a temperatura de
transicao vitrea. Essa transicdo ¢ usualmente associada & mudancga repentina de densidade, que
pode causar estresses mecanicos e fraturas nos materiais. Isso pode ser evitado se o material
biologico estiver vitrificado e conservado abaixo da temperatura de transi¢ao vitrea. Com isso,
teoricamente a vitrificacdo garante ndo apresentar nenhum efeito danoso bioldgico associado
ao congelamento (BROCKBANK et al., 2007).

Esse processo de criopreservacdo ocorre basicamente através da utilizagdo de
substancias criogénicas, tendo como principal exemplo o nitrogénio liquido. O contato direto
com o nitrogénio liquido garante uma alta taxa de resfriamento, fazendo com que a vitrificagao
seja atingida.

De maneira geral, podemos definir entdo a vitrificagdo como um método de
criopreservacao ultrarrapido onde as células variam da temperatura ambiente até -196 °C em
menos de 1 s. E considerado um método de nio equilibrio, representando uma abordagem
radical que garante a total eliminacdo da formagdo de cristais de gelo. Mas para atingir essa
eficiéncia ¢ necessaria uma taxa de resfriamento extremamente alta, alinhada com uma alta
concentracdo de ACPs (TAYUKCUOGLU et al., 2012).

Para realizar esse processo, existem varios métodos diferentes que utilizam o nitrogénio

liquido de diferentes maneiras, com diferentes materiais, como apresentado a seguir.
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2.2 Métodos de vitrificacao

O aumento da taxa de congelamento ou a redu¢do do volume da amostra, podem auxiliar
na reducdo das concentracdes de ACPs necessarios para o processo. Alguns desses estudos,
mostraram diferentes métodos de se realizar a vitrificacdo onde podem ser atingidas taxas de

congelamento em patamares acima de 10.000 °C/min.

2.2.1 Método de Cryoloop

Os autores Lane et al. (1999) apresentaram a vitrificacao através do método de Cryoloop
(“Laco” criogénico). O dispositivo utilizado consiste basicamente em uma al¢a de nailon
montada em um tubo de aco inoxidavel e acoplada a uma tampa de um criotubo. A inser¢ao de
metal na tampa permite o uso de uma haste inoxidavel de manuseio com um pequeno ima para
manipulagdo do loop em baixa temperatura. O esquema do dispositivo desenvolvido pode ser

visualizado nas Figura 2.5 — Dispositivo do método Cryoloop para a vitrificagao de blastocitos

Figura 2.5 — Dispositivo do método Cryoloop para a vitrificagdo de blastocitos
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Fonte: Lane ef al. (1999).

Figura 2.6 — Imagens do dispositivo para o método Cryoloop

Fonte: Saki et al. (2005).
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Para realizar a vitrificagdo via Cryoloop, sdo utilizados blastdcitos carregados em duas
etapas com crioprotetores. Inicialmente os blastocitos sdo colocados em uma solugdo
crioprotetora A que contém 10% de DMSO e 10% de etilenoglicol durante 2 min. Apos esse
intervalo, as células sdo transferidas para a solucdo B, que apresenta 20% de DMSO, 20% de
etilenoglicol, 10 mg/mL de Ficoll e 0,65M de sacarose, por aproximadamente 20 s.

Enquanto os blastocitos estdo na solu¢ao A, o Cryoloop ¢ mergulhado na solucao B para
criar uma fina pelicula na alga. Os blastocitos entdo sao transferidos da solugdo B para o
Cryoloop. O Cryoloop contendo o blastocito foi entdo mergulhado no criotubo que esta
preenchido com nitrogénio liquido. Usando a haste de aco inoxidavel, a al¢a contendo os
blastocitos ¢ selada. Por fim, a amostra ¢ fixada em suportes e entdo armazenadas em nitrogénio
liquido.

Todo esse processo acontece em cerca de 5 minutos, sendo que o congelamento ocorre
com uma taxa ultrarrdpida. O estudo de Lane et al. (1999) avaliou blastocitos de ratos e de
humanos e, em ambas as espécies estudadas, foi possivel a reutilizagdo de suas células apds o

processo de criopreservagao via-Cryoloop.

2.2.2 Me¢étodo de Open Pulled Straw (OPS)

Outro método reconhecido para a vitrificacdo € o Open Pulled Straw (OPS), que na
traducdo literal seria “palheta aberta esticada”. No trabalho Vajta et al. (1998) foram utilizadas
palhetas de 250 pL, que foram esticadas e cortadas ao meio, produzindo duas OPS. Estas foram
amolecidas termicamente sobre uma placa quente e tracionadas até que o didmetro interno e a
espessura da parede na parte central fossem de 0,8 e 0,07 mm, respectivamente. As palhetas
foram entdo resfriadas no ambiente e depois cortadas na ponta mais estreita com uma lamina.

Para realizar o carregamento das células na palheta, ¢ utilizado o efeito da capilaridade,
tocando a palheta em uma gota de 1 a 2 pLL contendo as células com a extremidade aberta, como
podemos ver na Figura 2.7(a). Essa extremidade ¢ entao submergida em nitrogénio liquido, que
apesar das turbuléncias, a coluna de liquido na palheta solidifica instantaneamente sem ocorrer
perdas de células (Figura 2.7 (b)). Ap0s a vitrificagdo, as células sdo aquecidas diretamente no
meio de retengdo em que serdo armazenadas. O meio vitrificado torna-se liquido em cerca de 2
segundos apds o contado da palheta com o meio de retengdo. Em seguida, por meio da
sedimentacdo, as células flutuam para o meio de retengcdo (Figura 2.7 (c)) e entdo sdo

preservadas para futuro reutilizacdo (VAJTA et al., 1998).
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Figura 2.7 — Método do Open Pulled Straw (OPS)

Fonte: Vajta et al. (1998).

Segundo os autores, esse método de criopreservagao conseguiu alcancgar taxas de
resfriamento médias de 22.500 °C/min, para temperaturas entre -25 e -175 °C e taxas de
16.700 °C/min para temperaturas entre 0 e -195 °C. As variagdes para as taxas obtidas nos 5

experimentos realizados pelos autores foi de + 5%.

2.2.3 Me¢étodo de Droplet Vitrification (Vitrificagao por Gota)

Um método reconhecido para a criopreservacao de células ¢ a vitrificacao por gota. Esse
método consiste basicamente na vitrificagdo de uma amostra que ¢ gotejada em uma superficie
criogénica. A superficie ¢ um material com alta condutividade térmica, que consiga manter a
temperatura homogénea durante todo o processo, tendo como principal exemplo o cobre.

Marchesi et al. (2005) estudaram este método de vitrificagao (sem uso de ACPs) por
andlise CFD. A simulacdo, representada na Figura 2.7, consiste basicamente em uma gota de
agua sendo adicionada a uma placa de cobre que estd em temperatura de equilibrio com um
nitrogénio liquido. A solidificagdo ocorre no sentido vertical, partindo da interface entre a gota
e a placa de cobre. Na simulac¢do, as propriedades da amostra sao consideradas como agua e
gelo, tendo em vista que os materiais biologicos apresentam altas concentragdes de agua. A
mudanca de fase de liquido para s6lido ¢ considerada na temperatura de 273 K (0 °C) com um

calor latente de solidificacao de 336 klJ/kg.
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Figura 2.7 — Esquema das condi¢des das simulagdes do método de vitrificagdo por gota
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Fonte: Marchesi et al. (2005).

Nas simulagdes foram avaliadas diferentes posi¢cdes dentro da gota, para conseguir
identificar o perfil de solidificacdo das amostras. Além disso, também foi possivel determinar
as taxas de congelamento para cada ponto da gota e perceber a influéncia do gelo na redugao
da transferéncia de calor ao longo do tempo. No trabalho foi possivel identificar taxas de

congelamento maiores que 150.000 °C/s.

2.2.4 Me¢étodo de Electron Microscope Grids (Grades de microscopio eletronico)

Uma alternativa de método para realizar a vitrificagdo € através da utilizacdo de grades
microscopicas, que foi desenvolvido por Martino ef al. (1996) aplicado a ovécitos bovinos.

A vitrificagao foi realizada com grades de cobre de microscopia eletronica, com o intuito
de obter altas taxas de congelamento. Grupos de 10 a 15 ovécitos sdo expostos em uma solucao
crioprotetora de etilenoglicol de 3 mL durante 20 s. Com a ajuda de uma pequena pipeta, os
ovocitos foram transferidos para uma grade de cobre de volume de aproximadamente 1 pL.
Para reduzir ainda mais o volume, a parte inferior da grade ¢ preparada com uma membrana

milicelada, expondo os ovécitos como vemos na Figura 2.8.
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Figura 2.8 — Fotos dos ovdcitos nas grades de cobre microscopicas antes do resfriamento em

LN2 (a) e depois do reaquecimento apds preservacao (b)

Fonte: Martino et al. (1996).

As grades contendo os ovdcitos foram inseridas diretamente no nitrogénio liquido (LN>)
ou até mesmo no nitrogénio slush (SN2). No caso do Ny slush, este ¢ preparado através da
conexao de uma bomba de vacuo em um dessecador de vidro contendo um copo de poliestireno
com 250 ml de nitrogénio liquido, reduzindo a pressdao do meio, formando uma espécie de
floculagdo. As grades congeladas no SN» sdo entdo transferidas para o LN, onde as células
serdo preservadas. Esse processo todo tem uma duracgdo de cerca de 30 s, desde a exposi¢do ao
ACP até o mergulho da grade no LN; ou SN».

Nesse trabalho utilizando as grades microscopicas de cobre, foram obtidas diferentes
taxas de congelamento que variaram desde 3.000 até 24.000 °C/min. Os autores ainda
salientaram que os melhores resultados foram obtidos utilizando o nitrogénio super-resfriado

SN», atingindo as maiores taxas de congelamento nos testes realizados.

2.2.5 Me¢étodo de Evaporagao de filme fino

Os métodos citados anteriormente podem alcancar a vitrificagdo completa ou parcial das
amostras, mas € necessario usar alta concentracao de crioprotetores. Uma forma de diminuir a
concentracdo dos ACPs, e assim melhorar a sobrevivéncia celular, ¢ aumentar a taxa de

congelamento. No entanto, quando o sistema portador da amostra ¢ submerso diretamente no
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nitrogénio, ocorre a vaporizagdo do LN2 préxima a superficie do mesmo devido a grande
diferenga de temperatura entre eles. Ao aumentar a taxa de resfriamento forma-se uma manta
de vapor, como vemos na Figura 2.9, que atua como uma camada de isolamento térmico

dificultando a transferéncia de calor, pois limita o coeficiente de transferéncia de calor.

Figura 2.9 — Esquema da formagao da manta de vapor durante o resfriamento pelo método

OPS
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Fonte: Su et al. (2017).

Uma forma alternativa de vitrificacdo que pode ser utilizada ¢ a evaporagdo de filme
fino de nitrogénio liquido, que sera o método utilizado nesse presente trabalho. Neste caso, ndo
ha submersao da amostra e sim esta fica dentro de um evaporador com uma superficie externa
microporosa, ou micro aletada, e o nitrogénio liquido ¢ jateado sobre ela, ficando disperso na
camada microestruturada por forca capilar e preenchendo os espagos vazios entre as
microparticulas.

A diferenga entre os processos de transferéncia de calor € que o processo de evaporacao
ocorre na interface entre o liquido e o vapor, quando a pressdo ¢ menor que a pressdo de
saturacao do liquido em uma determinada temperatura. Enquanto a ebulicao ocorre na interface
entre o solido e o liquido, quando o liquido ¢ colocado em contato com uma superficie com
maior temperatura que sua temperatura de saturacdo em uma determinada pressao.

Plawsky et al. (2014) realizaram um trabalho com o intuito de entender e explicar o
processo de evaporagao de filme fino utilizando nano e microestruturas. Segundo os autores, a
evaporacao de filme fino quase sempre ocorre no contexto de um “menisco” de evaporagao. A

Figura 2.10 apresenta o detalhamento do processo.
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Figura 2.10 - Esquema de transigdes de uma regido de filme fino
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Fonte: Plawsky ef al. (2014).

Considerando um fluido completamente molhante sobre uma superficie a evaporacao ¢
dividida nas seguintes regioes.

Regido 1 — Considerada a regido do filme fino adsorvido ou ndo evaporante. Nesta
regido o filme apresenta uma espessura fixa e ndo ocorre o processo de evaporagao, devido aos
efeitos das forcas atrativas entre solido e liquido, da pressao de vapor e da temperatura de
substrato (s6lido) ndo atingirem os valores necessarios.

Regiio 2 — Conhecida como regido de tramsi¢do, nesta etapa ocorre um
enfraquecimento das forgas atrativas e a espessura do filme fino apresenta uma variagdo ao
longo do substrato. E nesta regido que ocorre o inicio da evaporagio e onde ocorre a maior
transferéncia de calor e a forga de adesdo do liquido no sélido reduz, como € possivel identificar
na Figura 2.10.

Regidao 3 — Também chamada de regido de menisco, onde a inclinagdo da interface
liquido e vapor se torna quase constante. Ela atua como um reservatorio que fornece liquido
para a regido de transicdo. A inclina¢do da interface entre o liquido e o vapor desta fase € o que
determina o angulo de contato entre o fluido e o substrato.

Na Figura 2.10 também ¢ possivel avaliar as variagdes das for¢as de adesao, fluxo de
calor, resisténcia térmica e angulo de contato ao longo das trés regioes. Todas essas variaveis
estdo interligadas, de modo que se pode perceber as influéncias entre elas. Como exemplo,
pode-se notar que inicialmente na regido 1 a resisténcia de transferéncia de calor tende ao

infinito, o que acarreta um fluxo de calor nulo. Na regido 2 quando a resisténcia térmica atinge
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seu valor minimo, ocorre o ponto de maior fluxo de calor, que € o principal ponto no processo
de evaporagao de filme fino.

Esse processo foi utilizado por Su ef al. (2017), onde os autores realizaram testes de
vitrificagdo de uma solugdo aquosa de DMSO utilizando a evaporacao de filme fino de
nitrogénio liquido. Os autores inseriram a amostra dentro de um evaporador formado por dois

chips de silicio com microaletas no seu exterior, representado na Figura 2.11.

Figura 2.11 — Esquema do evaporador constituido de duas placas aletadas de silicio
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Fonte: Su et al. (2017).

Esse evaporador era inserido dentro de uma camara em que ¢ gerado vacuo, fazendo
com que o nitrogénio liquido escoe para os dois lados do evaporador. Quando o nitrogénio
liquido entra em contato com a superficie microaletada, ocorre a evaporagao de filme fino e o
congelamento ultrarrapido da amostra. O sistema construido pelos autores esta representado na

Figura 2.12, que podemos ver a seguir.
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Figura 2.12 — Esquema da bancada de testes para evaporagao de filme fino de LN>
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Fonte: Su et al. (2017).

Com os resultados obtidos nos experimentos, foi possivel determinar que o processo de
evaporacao de filme fino apresenta taxas de resfriamento maiores ao compararmos com o
método de ebulicdo em vaso (pool boiling) onde o sistema ¢ imerso no LN», como apresenta a
Figura 2.13. Na evaporacao de filme fino o processo dura cerca de 0,3 s e no caso do Pool

Boiling durou cerca de 2,8 s.

Figura 2.13 — Variacao de temperatura ao longo do tempo para diferentes métodos de

vitrificagao.
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Fonte: Su et al. (2017).
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Diferentes conjuntos de evaporadores foram testados, variando a quantidade de
microaletas e a area da se¢do delas. Com isso, identificou-se que quanto maior € o nimero de
aletas maior ¢ a taxa de congelamento obtida, encontrando valores de aproximadamente
50.000 °C/min. Como principal resultado desse trabalho, foi identificado que a estrutura das
superficies do evaporador apresenta um papel fundamental na transferéncia de calor entre o
evaporador e o nitrogénio liquido. Sendo assim, ¢ interessante avaliar outras maneiras de
aumentar a area de superficie do evaporador, para buscar melhores taxas de congelamento, que

garantam a reducao da utilizagao de ACPs.

2.2.6 Transferéncia de calor utilizando espumas metalicas

Ao trabalhar com processos de transferéncia de calor, um conceito basico ¢ que o
aumento da area superficial de troca térmica favorece o aumento da troca térmica. Tendo isso
em vista, Manetti et al. (2021) desenvolveram uma pesquisa para avaliar a utilizagdo de
espumas metalicas para o processo de pool boiling e verificar o incremento da transferéncia de
calor.

Os autores propuseram uma correlagdo para pool boiling com diferentes fluidos e
diferentes superficies porosas, considerando espessura, porosidade e diametro do poro das
espumas a partir de resultados experimentais.

Os experimentos consistiram em inserir duas estruturas porosas, de niquel e cobre, de
diferentes espessuras, em dois fluidos dielétricos. Os fluidos utilizados foram o etanol e o HFE-
7100. A espuma de cobre tinha espessuras de 1, 2 ¢ 3 mm, enquanto a espuma de niquel foi
utilizada com espessuras de 0,5, 1, 2 e 3 mm. Os fluidos eram condicionados em camaras
apropriadas com um sistema de medigdo de pressdo e temperatura, além de uma resisténcia para
variar os valores de temperatura. Dentro da camara o fluido em contato com as estruturas
metalicas aquecidas sofria uma mudanca de fase. As medi¢des consistiram em inserir diferentes
fluxos de calor e calcular o coeficiente de transferéncia de calor para cada caso, como vemos

na Figura 2.9 (MANETTI et al., 2021).
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Figura 2.9 — Varia¢ao do coeficiente de transferéncia de calor com o fluxo de calor para

diferentes espessuras das espumas de cobre (a) e de niquel (b)

(a) =0 (b) =0
A Cufoam 3.0 mm | HFE-7100 B Nifoam 3.0 mm | HFE-7100
o5 A Cufoam 2.0 mm | HFE-7100 25 B Nifoam 2.0 mm | HFE-7100
Cu foam 1.0 mm | HFE-7100 B Nifoam 1.0 mm | HFE-7100
B Nifoam 0.5 mm | HFE-7100
< 20 ¥ 20
£ £
£ = m Bm
S acATA A A, = . .
= 15 A = 15 a" n
g A g im
5 A A AA AA A A A & 2 =
[t AA = ' u
T 10 AL T 10 gres
Ac { ]
g
5 5 f.
0 0
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Q" measured (KW/m?) Q" measured (KW/m?)

Fonte: Manetti et al. (2021)

Nos testes realizados, observou-se que quanto menor a espessura das espumas, maior a
tendéncia de aumentar o coeficiente de transferéncia de calor em ambos os casos. Com os testes,
foi possivel desenvolver um modelo para prever o coeficiente de transferéncia de calor para
estruturas microporosas em estudos com pool boiling. Além disso identificou-se a importancia
da variacao da espessura nas espumas ¢ uma oportunidade de utilizacdo dessas estruturas em
outros processos, como a evaporacao de filme fino, uma vez que elas tendem a aumentar a area
superficial de troca térmica e promovem a evaporacao por efeito capilar (MANETTI et al.,
2021). O trabalho trouxe também uma caracterizacdo das espumas metalicas em termos de
porosidade e diametro do poro. Foram comparadas porosidades entre 0,8 e 0,98, onde quanto
menor o valor da porosidade, maior o coeficiente de transferéncia de calor com o aumento da
taxa de calor trocada. Em relacdo ao didmetro do poro, comparou-se valores de 0,1 até 1, onde
os resultados demonstraram que os menores didmetros apresentam um limite de calor que
suportam, fazendo com que para os maiores didmetros e maiores taxas de calor sdo obtidas os

maiores coeficientes de transferéncia de calor.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho apresenta um estudo experimental e numérico do processo de
resfriamento/congelamento utilizando o método de evaporagao de filme fino.

Inicialmente foi realizado um estudo experimental, testando duas composi¢des do
sistema de evaporacdo de filme fino. Logo foi feita uma comparacdo com o método de
congelamento por imersdo em nitrogénio liquido. Por fim, foi realizado um estudo numérico

do processo de evaporacao de filme fino.

3.1 Analise Experimental

3.1.1 Bancada experimental de evaporagdo de filme fino

Para a realizacdo dos experimentos foi desenvolvida uma bancada experimental como

representada na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Diagrama da bancada experimental de congelamento por evaporacdo de filme de

nitrogénio

J: | Bomba de Vacuo
w Evaporador
Nitrogénio
Liquido

Fonte: Elaborado pelo autor.

A bancada experimental consiste basicamente em uma cdmara de testes em acrilico onde
sera inserido o evaporador com a amostra e conectado a um criocautério de nitrogénio liquido
com um volume de 0,5 L, como mostra a Figura 3.2. A pressao no interior do criocautério tende
a aumentar com a vaporizacao do nitrogénio liquido, tendo como limite uma valvula de alivio
com aproximadamente 2 bar de condi¢do de abertura para o ambiente externo. O LN, foi

succionado para a camara de testes através de uma diferenca de pressdo, onde o liquido, em
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forma de jato entra em contato com a superficie do evaporador, onde ocorre a evaporacao de

filme fino de nitrogénio, e a amostra no seu interior ¢ congelada.

Figura 3.2 — Aparato experimental (sem os instrumentos de medigao).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A secdo de testes ou evaporador foi confeccionada de duas maneiras descritas a seguir.
Uma delas consistia em duas placas lisas de cobre com a amostra no seu interior (Figura 3.3).
Ja a outra se¢do foi formada por duas placas de cobre com uma superficie externa microporosa

de niquel com a amostra no seu interior (Figura 3.4).

Figura 3.3 — Evaporador com placas lisas de cobre

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3.4 — Evaporador com placa de cobre e superficie porosa de niquel

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para realizar o processo, a camara foi conectada a uma bomba de vacuo (Modelo VE
260D 3/4HP da marca EOS) com o intuito de garantir a diferenca de pressao constante entre a
camara e o criocautério de nitrogénio liquido com ponteira de Imm de saida. Quando a pressao
na camara se estabilizou no valor desejado, a valvula do criocautério (de 500mL da marca
NitroSpray) foi aberta para permitir o escoamento do nitrogénio e resfriar todo o sistema. Apos
o evaporador com a amostra foi inserido na camara e entdo a bomba de vacuo ¢ acionada
novamente. Por fim, o nitrogénio liquido foi novamente injetado diretamente na superficie do
evaporador, realizando o processo de evaporacao de filme fino.

Além da bomba de vacuo, tém-se instalados dois termopares (tipo T da marca Omega)
e um transdutor de pressdao (Modelo PA33X/80794 da marca Keller), conforme indicado na
Figura 3.1, para acompanhar a variacao de temperatura da amostra e da cadmara durante todo o

processo. O sistema completo pode ser visualizado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 — Aparato experimental com os instrumentos de medigdo acoplados

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de pressao e temperatura foram registrados utilizando um sistema de aquisi¢ao
de dados Agilent, utilizando o software BenchLink Data Logger Pro e o tempo de aquisi¢ado

variou entre 0,1 e 1 s.

3.1.2  Segdes de testes e amostras da evaporacao de filme fino

As amostras foram colocadas no evaporador utilizando moldes de impressao 3D em
PLA de diferentes volumes com e sem um dispositivo em PDMS, conforme Figura 3.6 . Na
figura, estdo representadas diferentes molduras de PLA utilizadas, bem como os sistemas dos

evaporadores montados para os testes.
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Figura 3.6 — Molduras em PLA para a amostra (a); Pegas de superficie de cobre e espuma
metalica do evaporador B, antes e pos congelamento (b); Pecas do evaporador C, antes e pos

congelamento (c).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A amostra consistiu de dgua e foram testados volumes de 25, 30 e 50 uL. Além disso,

os testes foram realizados em trés conjuntos de evaporados diferentes, indicados na Figura 3.7.
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Figura 3.7 — Evaporador A: Placa de cobre e amostra (a), Evaporador B: Placa de cobre
revestida com espuma de niquel e amostra (b) e Evaporador C: Placa de cobre revestida com

espuma de niquel e amostra no PDMS (c¢)
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(C) Espuma de Niquel + Placa de Cobre + PDMS + Amostra

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na Figura 3.8 ¢ possivel observar o jato de nitrogénio sobre a superficie da espuma do
evaporador. Nota-se que em alguns casos, como na foto, o nitrogénio evapora antes mesmo de

atingir a secao de testes.

Figura 3.8 — Imagem do vapor de nitrogénio entrando em contato com o evaporador

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os detalhes dimensionais dos evaporadores utilizados nos testes, sdo apresentados na
Tabela 3.1. Além disso, a area total da superficie dos evaporadores ¢ de 900 mm? em todos os

casos estudados.

Tabela 3.1 — Evaporadores utilizados nos testes de congelamento por evaporagao de filme

fino de nitrogénio

Evaporador A Evaporador B Evaporador C

Espuma de niquel — 0,5 mm | Espuma de niquel — 0,5 mm
Placa de cobre— 0,3 mm
Placa de cobre — 0,3 mm Placa de cobre — 0,3 mm

Amostra—1,15m Amostra — 1,50 mm PMDS + Amostra — 3,90 mm

Volume da Amostra — 25 pL. | Volume da Amostra - 50 uL | Volume da Amostra — 30 pL

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os evaporadores B e C sdo formados basicamente por duas placas de cobre com uma
espuma porosa de niquel soldada nas superficies externas das placas, divergindo apenas no
condicionamento e espessura da amostra. No evaporador B a amostra estd em contato direto
com a placa de cobre dentro da moldura, enquanto no evaporador C ela estd condicionada dentro
de uma cépsula de PDMS, a qual foi utilizada nos testes visando uma viabilidade técnica para
posterior utilizagdo na inddstria, onde as células podem permanecer preservadas.

O PDMS citado e utilizado no trabalho se trata do dimetilpolissiloxano, também
conhecido como dimeticona. Ele ¢ um polimero organico a base de silicio utilizado para varias
aplicagdes, gragas as suas diferentes propriedades. O composto € transparente, inerte, nao toxico
e ndo inflamavel, fazendo com que ele seja uma alternativa muito vidvel para a conservagao de
células.

O composto tem aplicacdes em lentes de contato, dispositivos médicos, elastomeros,
xampus, alimentos, calafetantes, lubrificantes e outros materiais. Em relagdo as suas
propriedades mecénicas ele apresenta viscoelasticidade, se caracterizando como um 6leo em
altas temperaturas e como uma borracha em temperatura ambiente ou negativas. Apresenta
também uma caracteristica hidrofobica, facilitando assim o manuseio de amostras no seu
interior.

A espuma de niquel foi soldada sobre a placa de cobre conforme mostrado na Figura
3.9. Esta confec¢do foi realizada em apoio do Laboratério de Engenharia Mecanica da

Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Sao Paulo.
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Figura 3.9 — Placa de cobre com espuma metalica porosa de niquel

Fonte: Elaborado pelo autor.

A estrutura porosa de niquel utilizada foi caracterizada por Manetti et al. (2021), e as

principais propriedades sdo descritas a seguir na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Propriedades fisicas da espuma porosa de niquel

Propriedade Valor

Massa (kg) 0,106 = 0,010

Massa especifica da espuma (kg/m?) 138,0 £ 14,12
Massa especifica relativa (-) 1,6 0,15
Porosidade (%) 98,4 +0,15
Diametro da célula (mm) 0,46 0,10
Diametro do poro (mm) 0,25 £ 0,09
Diametro da fibra (mm) 0,07 £ 0,02

Fonte: Manetti et al. (2021).

A maneira como os evaporadores sdo condicionados dentro da camara de acrilico esta
representada na Figura 3.10. A distancia entre as saidas dos bocais e o centro das amostras ¢é

igual em todos os casos, para garantir uma comparacao posterior mais real possivel.

Figura 3.10 — Condicionamento do evaporador na camara de testes
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A medicdo de temperatura do processo ocorre através de um termopar tipo T inserido
no interior da amostra. Com essa medi¢do ao longo do tempo, ¢ possivel calcular a taxa de
resfriamento, sendo ela a relacdo da variacdo de temperatura ao longo de um determinado

tempo, como podemos ver na Eq. (1).

E _ Trinai — Ticial
At trinal — Linicial (1)

Os experimentos consistiram em analisar a evaporacdo de filme fino no processo de
resfriamento/congelamento de uma amostra de agua através das medidas de temperatura da
amostra ao longo do tempo e medi¢do de pressdo da camara para garantir estabilidade do
processo. Para o célculo da taxa de resfriamento representada na Eq. (1) foram utilizados o
inicio e o fim da curva de resfriamento como parametros. Estes tempos sdo determinados
avaliando a curva de coleta de dados, e identificando onde as temperaturas estdo estaveis.
Quando a temperatura comeca a variar considera-se o ponto inicial, ao passo que, quando nao

ocorre variagdo na temperatura considera-se como o ponto final.

3.1.3 Bancada experimental do método de imersao

O método consiste na imersdo da amostra em nitrogénio liquido. Para realizar este
experimento, foi utilizada uma caixa de poliestireno com nitrogénio liquido e apos a amostra
foi inserida com um termopar do tipo T em seu interior, fazendo a medi¢do do processo de
resfriamento/congelamento. Na Figura 3.11 tem-se o sistema por imersdo com a amostra de
agua em PDMS e a amostra no evaporador, além dos pontos onde foram inseridos os

termopares.

Figura 3.11 — Diagrama do experimento do método por imersao em LN2

Amostra no PDMS Amostra no Evaporador

Nitrogénio Liguido

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3.12 — Bancada de testes do congelamento por imersao

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram feitos testes em triplicata com os dois sistemas, sendo um deles exatamente
idéntico ao evaporador A e outro uma capsula de PDMS, utilizada no evaporador C, como
vemos na Figura 3.13. Em ambos os sistemas foi utilizado novamente 4gua como amostra, para
poder comparar os resultados obtidos na evaporacdo de filme fino com este método
convencional. Os testes foram realizados utilizando 50 puL. de agua no evaporador e cerca de
30 uL de agua na cépsula de PDMS. Estes volumes foram os mesmos utilizados nos testes de
evaporacdo de filme fino, com o intuito de permitir a comparagao entre os métodos na discussao

dos resultados.

Figura 3.13 — Sec¢des de teste utilizadas no método de imersdo: Evaporador A (a) e Capsula de

PDMS (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2 Analise Numérica

Paralelamente ao estudo experimental, foi realizada uma simulagdo numérica da
evaporacao por filme fino. O software ANSYS ® foi utilizado pois permite trabalhar com os
fendmenos de escoamento de fluidos, bem como transferéncia de calor e mudanca de fase. Nas
simulag¢des, foram utilizadas as condi¢des para o caso do Evaporador A, ou seja, duas placas de

cobre com a amostra no interior.
3.2.1 Geometria da simulagao

Como o processo consiste em condigdes de entrada idénticas dos dois lados do
evaporador, na simulagdo numérica é possivel reduzir o dominio que serd simulado
considerando simetria dos eixos X e Y. Essas simplificacdes de simetrias tem o intuito de
reduzir o tempo computacional, tendo em vista que o comportamento € de fato simétrico, ao
desprezarmos a gravidade.

Na Figura 3.14 ¢ possivel visualizar o lado esquerdo do evaporador, considerando que
ele foi dividido exatamente pela metade ao compararmos com a Figura 3.10, que foi apresentada

anteriormente.

Figura 3.14 — Dominio do sistema evaporador e bocal do jato de nitrogénio para simulagao

computacional
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Fonte: Elaborado pelo autor.

ww 6z9°zZ1

Com metade do sistema de evaporacao no sentido horizontal, ainda € possivel separar o

sistema em duas partes verticalmente. Com isso, a parte que foi considerada como dominio das
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simulagdes ¢ a parte tracejada em verde na Figura 3.14. Esse dominio foi desenhado no software

SpaceClaim e pode ser visualizado na Figura 3.15.

Figura 3.15 — Geometria 2D desenvolvida para a simulacao

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Geracao da malha

A malha foi desenvolvida no sofiware ANSYS MESHING ®, utilizando os modelos
pertinentes para o trabalho. A malha foi construida de maneira uniforme em todas as superficies,
se dividindo em camara, amostra, placa de cobre e isolamento (molde em 3D). Como foi
realizada uma simulagdo em 2D, o método MultiZone Quad, juntamente com um Face Meshing,
foi utilizado para garantir que todos os elementos tenham formato quadrilatero idénticos,

conforme mostrado na Figura 3.16.

Figura 3.16 — Malha gerada para a simulacao

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os tamanhos dos elementos ficaram na faixa de 7x10~> mm, garantindo um total de cerca
de 40.000 elementos quadrilateros. Os detalhes na regido entre a cimara, placa e amostra podem

ser visualizados na Figura 3.17.

Figura 3.17 — Malha aproximada da regido de transi¢ao

0,00075 0003

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3 Equagdes e Configuragdes dos processos

O setup que foi utilizado nas simulagdes numéricas para a evaporagao de filme fino
apresentou os modelos de turbuléncia, solidificacdo e de energia presentes no ANSYS
Fluent ®. O processo foi simulado considerando uma formulagao transiente durante um periodo
de 0,5 s, com um passo de tempo de tamanho 10~ s e com um modelo de viscosidade turbulento
do tipo k.

O modelo de turbuléncia foi escolhido a partir de uma analise comparativa com outros
modelos, que apresentam também um escoamento turbulento. O escoamento foi determinado
como turbulento através do célculo de Reynolds que apresentou valor acima de 50.000.

No Fluent, € possivel visualizar a geometria que sera simulada, bem como as condi¢des

de contorno consideradas na simulag¢ao que sao apresentadas na Figura 3.18.
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Figura 3.18 — Malha da simulacgdo no software Ansys Fluent

Fonte: Elaborado pelo autor.
Para simular o escoamento o sofiware ANSYS Fluent® necessita da equagdo de

conservagdo da quantidade representada na Eq. (2).
. L _ L.
a(pv}+V-(pvv)——Vp+V @D +pg+F )

Onde p ¢ a pressdo estatica, T tensor de estresse, pg é a forga gravitacional do corpo e F ¢ a
forca de campo externas ao corpo.

O software utiliza as equagdes de transporte para o modelo de turbuléncia k-o,
representadas pelas equagdes de energia cinética turbulenta e de taxa de dissipagdo especifica,

Eq. (4) e Eq. (5), respectivamente,

a(k)+a(k)—af‘ak + G =Yy +S+G
a( )+a( )—al“aw+6 Y, +S,+G

onde k ¢ a energia cinética turbulenta e w ¢ a taxa de dissipacao especifica, que sdo obtidas nas
Egs. (4) e (5).

As variaveis Gy, e G, representam a geracao de turbuléncia de energia cinética e geragao
de turbuléncia do w, respectivamente. [, e I, representam a difusividade efetiva de k e w. Sy
e S, sdo os termos fonte definidos pelo usuario. Y e Y,, representam a dissipagao de k e w em
func¢do da turbuléncia. Por fim, as variaveis G e G, sdo os termos de empuxo.

Para a equacdo da continuidade, utiliza-se a equacdo de conservacao de massa

considerando geometrias 2D, representada na Eq. (6),
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g/t) (,0 V) + (Pvr) + 2 Sm (6)
onde x ¢ a coordenada axial, r ¢ a coordenada radial, v, ¢ a velocidade axial, v, ¢ a velocidade
radial e S,,, ¢ a fonte de massa adicionada a fase continua.

Como existe o processo de solidificacdo da agua, entdo a equagdao de energia que

controla o processo ¢ a apresentada na Eq. (7),

d

onde H ¢ a entalpia do material, p é a massa especifica, ¥ ¢ a velocidade do fluido € S o termo
de fonte, calculado pela Eq. (8).
Por fim, como existe a solidificacao do liquido no interior do evaporador, o software

ainda utiliza a equacao de solidificacao que ¢ representada pelas Eq. (8) e Eq. (9),

a-p)?
S= (ﬁ3 ¥ o) Amusn(V — vp) (8)
B=0 seT<TyzoB=1 seT > Tliquido ©)
_ T — Tsolido
ﬁ - Thiouido — lid se Tsorigo <T < Tliquido
iquido solido

onde S ¢ a fragdo de volume de liquido, & ¢ uma constante para prevenir a divisdo por zero,
Aqusn ¢ uma constante de zona mole definida pelo usudrio. Além disso, temos a velocidade 1,
que representa a velocidade do so6lido para fora do dominio devido as forcas de tracao.

As condig¢des utilizadas para iniciar a simulagdo foram considerando a entrada do jato
com velocidade de 7 m/s e apenas nitrogénio vapor entrando na camara, considerando um titulo
de nitrogénio liquido para simular a evaporagdao. Além disso, considerou-se uma temperatura
inicial do meio de 287 K e uma saida de pressao de 101,325 kPa (atmosférica). Todas essas
condi¢des foram consideradas a partir das mesmas condigdes dos experimentos que foram

realizados, permitindo a comparagdo posterior.
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4 RESULTADOS

Os resultados do trabalho foram divididos de acordo com a metodologia descrita no

capitulo anterior, sendo eles o experimental e 0 numérico.

4.1 Resultados experimentais

4.1.1 M¢étodo da evaporagdo de filme fino

Os testes com os evaporadores B e C, com amostra em contato direto com a placa de
cobre e a amostra dentro do PDMS, respectivamente, foram realizados em triplicata. J& os
experimentos realizados com o evaporador A, foram utilizados somente para comparar
posteriormente com os resultados do modelo numérico.

Na Figura 4.1 ¢ mostrado o comportamento do congelamento do evaporador B num
periodo de aproximadamente 25 s. Em todos os casos a pressdo no interior da camara ficou
aproximadamente 100 kPa, representando uma pressdo atmosférica, mesmo com a utilizagao

da bomba de vacuo durante todo o processo.

Figura 4.1 — Comportamento da temperatura e pressao durante o congelamento com o

evaporador B
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Um ponto importante de salientar ¢ que mesmo sem a geracao de vacuo na camara, a
bomba auxiliou a reducdo de umidade do sistema, fazendo com que ndo ocorresse o
congelamento na superficie externa do evaporador. Este congelamento externo, poderia causar
dificuldades na transferéncia de calor, visto que a camada de gelo aumenta ao longo do processo
e funciona como uma resisténcia térmica.

Além disso, podemos ver que os testes apresentam uma reducdo na taxa de resfriamento
das amostras no instante em que a 4gua comeca a congelar, quando a temperatura fica proxima
de 0°C. De maneira geral, todas as curvas de congelamento apresentardo o mesmo
comportamento, onde a mudanca de fase apresenta uma temperatura constante e depois retorna
a variar quando a amostra esté solidificada.

Na Figura 4.2 ¢ possivel ver os comportamentos de resfriamento para os 3 testes com o
evaporador B. Nota-se que o comportamento ndo se repete em todos os testes. Isso pode ser
considerado devido a variagdes de condicionamento do evaporador e do sistema. Uma possivel

causa que pode recorrer em diferengas ¢ a posi¢do do termopar no interior da amostra.

Figura 4.2 — Comportamento da temperatura para os 3 testes durante o congelamento da

amostra no evaporador B
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Da mesma forma que o evaporador B, se obteve os resultados apresentados nas Figura
4.3, representando o resfriamento da amostra dentro do PDMS do evaporador C em um dos
testes. O tempo para a amostra chegar até¢ a temperatura do nitrogénio ¢ aproximadamente 5
vezes maior no evaporador C ao compararmos com os resultados obtidos no evaporador B. Os
tempos respectivos sdo de 20 e 95 segundos em média, para o evaporador B e C

respectivamente, como vemos na Figura 4.5.

Figura 4.3 — Comportamento da temperatura e pressao durante o congelamento com

evaporador C

F 110
78: 100.831354

|

[
S
g
Pressio (kPa)

Temperatura (°C)

-100 78, -75.501

-200 L3—=195.003 80
Tempo (s)

® Temperatura Camara (°C) Temperatura Amostra (°C) P Camara (kPa)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 4.4 podemos ver a curva para os testes realizados com o evaporador C. Nota-
se que o terceiro teste apresenta um resfriamento mais demorado ao comparar com os demais.
Isso pode ocorrer devido a reducao de velocidade do nitrogénio na saida do criocautério ou até
mesmo algum erro de medicao proveniente de posi¢ao do termopar. Outra incerteza de medi¢ao
que pode estar associada nesse caso também ¢ que a quantidade de nitrogénio no criocautério
pode ter variado, uma vez que ¢ possivel realizar até 5 testes com um criocautério no volume

maximo de 500 mL.
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Figura 4.4 — Comportamento da temperatura para os 3 testes durante o congelamento da

amostra no evaporador C

Temperatura (°C)

-100

113: -196.159

78, -198,003

e
-200 T T T

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (s) 95; -198.003

@ Temperatura Amostra - Teste 1 Temperatura Amostra - Teste 2 Temperatura Amostra - Teste 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Percebe-se ao compararmos as Figuras 4.2 e 4.4 que o comportamento do congelamento
¢ semelhante, com pequenas variagdes nas taxas de resfriamento. O comportamento em ambos
os testes demonstra uma reducao de velocidade de resfriamento na mudanca de fase da agua e
um comportamento de uma curva exponencial com expoente X negativo.

Tendo isso em vista, pode-se calcular a taxa de resfriamento dos experimentos, como
mostra na Tabela 4.1. Nela, ¢ possivel perceber que em todos os testes o evaporador B
apresentou uma maior taxa de resfriamento.

Tabela 4.1 — Comparativo do resfriamento por evaporacao de filme fino

Evaporador B
Test
estes Ti(°C) Tf(°C) s (s) % (°C/min)
1 16,0 -198,1 22,0 -584,0
2 18,9 1198,2 15,0 -868,7
3 13,7 1198,1 235 -540,7
Evaporador C
Test
estes Ti(°C) TH(°C) 5 (5) i—f (°C/min)
1 212 -198,0 78,0 -168,6
2 19,5 21980 94,5 -138,1
3 16,4 -196,2 113,0 112,9

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nota-se que as maiores taxas de resfriamento encontradas foram no evaporador B, que
ndo utilizava o PDMS para condicionar a amostra. Essa diferenga pode ser explicada por dois
fatores importantes que seriam a resisténcia de transferéncia de calor do PDMS e a instabilidade
dos jatos de nitrogénio. Em relagao ao PDMS, o material apresenta uma condutividade térmica
de aproximadamente 0,18 W/mK, que ¢ um valor muito baixo ao compararmos com a
condutividade do cobre de 400 W/mK.

Um ponto importante ¢ que o evaporador B utiliza um volume de 50 pL, enquanto o
evaporador C utiliza um volume de 30 puL. Apesar do volume maior, ainda assim o evaporador
B encontra a melhor taxa de resfriamento, mostrando o tamanho da influéncia da condutividade
do PDMS. Essa diferenca fica visivel ao compararmos as curvas de resfriamento dos

evaporadores, como vemos na Figura 4.5.

Figura 4.5 — Variagao da temperatura no resfriamento de amostras no evaporador B e o

evaporador C através da evaporacao de filme fino
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em muitos momentos do experimento o jato aparentava apresentar apenas vapor de
nitrogénio, que possui um coeficiente de transferéncia de calor quase 10 vezes menor que o
nitrogénio liquido. Ou seja, a variacdo do jato e sua composi¢do acabava por afetar em alguns
momentos no processo estudado. Mesmo modificando o bocal utilizado para diferentes

diametros as variagdes seguiram ocorrendo, o que pode causar essa diferenga de

comportamentos.
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Um ponto importante de salientar, apresentado na Tabela 4.1, onde o evaporador B
apresentou uma maior taxa no teste 2. Isso pode ter ocorrido pelos fatores citados ou ainda a
posi¢ao do termopar na amostra. Caso o termopar ndo estiver centralizado na amostra, a
medicao pode ser da superficie interna da placa de cobre, fazendo com que ocorra um erro de

medicao.
4.1.2 M¢étodo por imersdo em nitrogénio liquido

Com o intuito de comparar os métodos, foram realizados testes de congelamento por
imersdo em nitrogénio liquido. Foram consideradas duas condigdes: amostra em PDMS e
amostra entre duas placas de cobre lisas (Evaporador A).

As Figuras 4.6 e 4.7 apresentam as amostras ap6s o congelamento. E possivel perceber

que nao houve vazamento ou perda de amostra ao longo dos processos realizados.

Figura 4.6 — Cépsula de PDMS apds o congelamento por imersao

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 4.7 — Evaporador A ap6s o congelamento por imersdo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Assim como na evaporagdo de filme fino, foram realizados testes em triplicata para

verificar o comportamento do método de resfriamento e posterior comparagao. Nas Figura 4.8

e Figura 4.9 sdo apresentadas as curvas de resfriamento.

Figura 4.8 — Comportamento da temperatura no congelamento por imersdo com amostra em
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.9 — Comportamento da temperatura no congelamento por imersao do evaporador A
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Avaliando as curvas apresentadas ¢ possivel verificar novamente que durante a mudanca

de fase da agua de liquido para so6lido, ocorre o ponto de maior resisténcia de transferéncia de

calor em todos os casos. As diferencas observadas nas curvas dos diferentes testes podem ser

provenientes de alguma movimentacao do termopar durante os experimentos, como ja foi citado

anteriormente.

Além disso, percebe-se que as maiores diferengas ocorrem para o caso do teste com a

placa de cobre. Também o fato de as temperaturas iniciais ndo serem exatamente as mesmas,

1sso pode afetar também nessa diferenca das taxas encontradas.

Tabela 4.2 — Comparativo do resfriamento por imersao

Evaporador A + Amostra
Test
estes Ti(°C) TH(°C) s (s) % (°C/min)
1 20,0 -189,9 13,6 -926,3
2 20,3 -190,1 15,4 -819,7
3 20,0 -190,0 14,2 -887,4
PDMS + Amostra
Test
estes Ti(°C) TH(°C) s (s) % (°C/min)
1 19,5 -190,1 26,4 -476,2
2 17,4 21912 26,5 4724
3 17,4 -188,6 26,6 -464,8

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em relacdo as taxas de resfriamento, identifica-se que o evaporador A apresentou os
maiores valores em comparag¢do a capsula de PDMS, como vemos na Tabela 4.2. Diferente dos
testes de evaporacgao de filme fino, nesse caso nao ocorreu variagao significativa entre os testes
cOm 0 Mesmo caso.

Na Figura 4.10 ¢ possivel visualizar a diferenca entre dois testes utilizando o Evaporador
A e o PDMS. Nota-se que o PDMS apresenta uma maior resisténcia, devido a sua baixa

condutividade térmica como ja citado anteriormente.

Figura 4.10 — Comparativo de resfriamento entre o evaporador A e o PDMS através da

imersdo em nitrogénio liquido
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Independentemente do método, podemos dizer que o PDMS apresenta um ponto
positivo e um negativo em relagao a sua utilizacdo. Tendo em vista sua natureza inerte, ele ¢
um Otimo recipiente para armazenar células, todavia, ele apresenta como ponto negativo uma

baixa condutividade térmica, reduzindo assim a velocidade de resfriamento.

4.1.3 Comparacao de Métodos

Na Figura 4.11 ¢ possivel verificar uma comparacdo entre o congelamento do
evaporador C, amostra em PDMS, através da evaporagao de filme fino, e o congelamento por
imersdo da capsula de PDMS. Percebe-se que o método por imersao foi mais rapido comparado

ao filme fino, apresentando taxas médias de -471,1 e -139,9 °C/min respectivamente. Essa
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divergéncia provavelmente esta associada ao fato de o nitrogénio chegar na superficie porosa
quase totalmente vaporizado. Isso faz com que a estrutura perca a sua capacidade do efeito de

capilaridade, que ocorreria com o nitrogénio liquido, reduzindo assim a velocidade do

resfriamento.

Figura 4.11 — Comparativo entre métodos para a cdpsula de PDMS
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os testes realizados de evaporagdo de filme fino neste trabalho apresentaram taxas
relativamente baixas, ao compararmos por exemplo com o trabalho de Su et al. (2017), que
obtiveram taxas no patamar de 50.000 °C/min. Isso nos leva a entender que os testes realizados
ndo podem ser considerados como uma vitrificagao ultrarrapida, como as taxas maximas nesse
método foram de aproximadamente 500°C/min.

Vale ressaltar, que essas diferencas com na o trabalho de Su et al. (2017) se dao pelo
fato de o volume de amostra utilizado neste experimento ser consideravelmente maior, além de
algumas diferencas do sistema utilizado. Das diferencas que podemos citar, temos a quantidade
de criocautério utilizados e os evaporadores com diferentes formagdes. Além disso, o trabalho
comparado utilizou uma reducao de pressao na cadmara, gerando um vacuo no sistema.

Ja na Figura 4.12 podemos comparar as diferencas entre o método de evaporagao de
filme fino e de imersdo para o evaporador A. Neste caso, 0 método com jato de nitrogénio
apresenta uma velocidade de resfriamento menor ao compararmos com o método de imersao.
Essa diferenca pode estar associada com a oscilagao do jato entre nitrogénio vapor e liquido,

enquanto na imersao o nitrogénio em contato esta em fase liquida.
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Figura 4.12 — Comparativo entre métodos para evaporador A (imersdo) e evaporador A (jato
de nitrogénio)

50

-50 4

Temperatura [°C]

-100 -

-150 A

-200

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo [s]

® Método de Imersio Meétodo de Evaporacéo de Filme Fino

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Resultados do estudo em simula¢ao numérica

O estudo numérico desse trabalho foi desenvolvido para um caso de
resfriamento/congelamento de uma amostra de agua em um evaporador de cobre de superficie
lisa e jato de nitrogénio. Os resultados serdo comparados com um experimento realizado nas

mesmas condigdes e serdo apresentados os perfis de temperatura, pressdo e outras variaveis no

dominio simulado.
4.2.1 Experimento utilizado para comparagao

Para comparar os resultados simulados, foram utilizados os dados de um experimento
de evaporagao de filme fino com o evaporador A (Figura 3.3) formado com duas placas de

cobre lisas e a moldura 3D com a amostra dentro. O resultado do experimento realizado ¢

apresentado na Figura 4.13.
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Figura 4.13 — Comportamento da temperatura durante o congelamento da amostra no

evaporador A
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste realizado com o evaporador A apresentou uma taxa de resfriamento de
aproximadamente -370°C/min, valores menores do que os apresentados pelo evaporador B,
representado na Tabela 4.1. Isso demonstra, que de fato a espuma de niquel facilita o aumento

da transferéncia de calor e aumenta a taxa de resfriamento do método.

4.2.2 Condigdes para a simulagdo numérica

Para a simulagdo numérica foram consideradas as mesmas condi¢des iniciais do teste
realizado representado na Figura 4.13. Desta forma, a temperatura inicial do meio foi de 14°C
e a velocidade de entrada do nitrogénio vapor considerada de 7 m/s. Tendo em vista que nao
foi utilizado um modelo de mudanca de fase, além da solidificacao, considerou-se que a camara
ja possuia nitrogénio vapor no seu interior no instante inicial.

Além disso, foram efetuadas algumas varia¢des nas condi¢des de entrada do nitrogénio,
variando a velocidade e o titulo de vapor. Essas variagdes foram realizadas, pois a velocidade
do jato oscilava ao longo dos experimentos e, além disso, a fragdo de vapor presente no jato

também oscilava.
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4.2.3 Comparagdes simulagdes e experimento

Inicialmente a simulagdo foi realizada com apenas nitrogénio vapor, porém foram
testados alguns titulos, tendo em vista a dificuldade que o método experimental apresenta de
identificar com precisdo o estado fisico do jato. Com isso, os resultados encontrados sao

apresentados na Figura 4.14, para titulos de vapor préximos ao vapor saturado.

Figura 4.14 — Variacao da temperatura da amostra no congelamento para diferentes titulos de

vapor de nitrogénio
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Percebe-se que o resultado que mais aproximou-se dos valores experimentais foi a
simula¢do com um titulo de 100% de nitrogénio na fase vapor. Isso foi determinado através do
calculo do erro médio relativo, que esta representado na Figura 4.15, onde a simulacao com

titulo de 100% apresentou o menor erro médio relativo, representado pela Eq. (10).

Valor Experimental — Valor Numérico

o .1009
ETT Orelativo Valor Experimental %

(10)
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Figura 4.15 — Variagdo da temperatura da amostra no congelamento para diferentes titulos de
vapor de nitrogé€nio para cada ponto do experimento com erros médios relativos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O efeito da velocidade do jato foi avaliado para titulo de vapor de 100%, e variou-se as
velocidades de entrada, como vemos na Figura 4.16.
Figura 4.16 - Variagdo da temperatura da amostra no congelamento para diferentes

velocidades de entrada de nitrogénio
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No grafico apresentado, € possivel perceber que nos primeiros 7 segundos a simulagao

chega proximo aos valores obtidos experimentalmente, quando utilizamos uma velocidade de
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entrada de 14 m/s. Além disso, percebe-se que com o aumento da velocidade, a taxa de
resfriamento tende a ser cada vez maior.
Apesar disso, os resultados numéricos ndo se ajustam satisfatoriamente aos dados

experimentais. Isso fica claro na comparagao das curvas das Figura 4.14 ¢ Figura 4.16.

Figura 4.17 - Variagdo da temperatura da amostra no congelamento para diferentes

velocidades de entrada de nitrogénio para cada ponto do experimento com erros médios

relativos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Tabela 4.3 e Tabela 4.4 ¢ possivel identificar os erros relativos médios para cada
um dos pontos, calculados a partir da Eq.08, que também foram apresentados nas Figura 4.15
e Figura 4.17. Percebe-se que existem diferencas entre os valores experimentais € numeéricos,
entretanto os resultados encontrados com o titulo de vapor em 100% e a velocidade de 14m/s

encontraram a menor média de erro relativos.
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Tabela 4.3 — Erro médio relativo para as simulagdes com variagdo de vapor de nitrogénio

Tam () Erro médio relativo
g 100 % Vapor 99,5 % Vapor 99% Vapor
0 -4% -4% -4%
1 7% 22% 63%
2 -17% 103% 339%
3 267% -367% -2127%
4 93% -727% -1767%
5 98% -366% -800%
6 99% -146%
7 81% -102%
8 68% -73%
9 64% -51%
10 62% -39%
11 62% -29%
12 61% -21%
13 61% -14%
14 62% -1%
15 66% 5%

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 4.4 — Erro médio relativo para as simulagdes com variagao de velocidade de entrada de

nitrogénio
Erro médio relativo
Tempo (s) X X X
Velocidade 7 m/s | Velocidade 14 m/s | Velocidade 20 m/s
0 -4% -4% -4%
1 7% 11% 15%
2 -77% -40% 55%
3 267% 89% -41%
4 93% 95% -387%
5 98% -44% -196%
6 99% -7%
7 81% 4%
8 68% 12%
9 64% 20%
10 62% 24%
11 62% 27%
12 61% 30%
13 61% 32%
14 62% 36%
15 66% 43%

Fonte: Elaborado pelo autor
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Essas diferencgas entre o numérico e experimental podem ser provenientes de alguns
erros experimentais, que podem ocorrer, como posicao do termopar, erro de medicao e outros.
Além disso, a velocidade do escoamento do jato variavel e a fracao de liquido influencia nessa
diferenca numérica e experimental.

A diferenca pode ocorrer também em relacdo a alguns ajustes ainda necessarios no
modelo numérico. Devido a imprecisao do estado fisico, como o titulo de vapor do nitrogénio
liquido que entra de fato no experimento, acaba gerando um erro associado ao modelo. A
determinagao do titulo ¢ quase impossivel devido a velocidade de escoamento do jato, que ainda
assim ¢ variavel por vezes. Essa velocidade variavel é outro fator que pode reduzir a
confiabilidade do modelo numérico.

Por esses motivos que o modelo numérico avaliou e testou diferentes titulos e
velocidades de nitrogénio, tentando verificar a influéncia nessas variaveis no comportamento

numérico das taxas de resfriamento.

4.2.4 Contornos gerados ao longo das simulagdes

O comportamento do processo no dominio simulado sera analisado através da variagao
de temperatura e na solidificacdo da amostra.

Primeiramente, as Figura 4.18 e Figura 4.19 apresentam a evolu¢do do perfil de
temperatura. Inicialmente a temperatura do meio ¢ de 287 K, logo inicia o escoamento do

nitrogénio e apds 0,5 s a temperatura de toda a cdmara ja esta em equilibrio com o nitrogénio.

Figura 4.18 — Perfil de temperatura da simulacao no instante 0,01 s

Fonte: Elaborado pelo autor.

Depois dos instantes iniciais, o perfil de temperatura segue idéntico no meio em que se

encontra o nitrogénio, variando apenas no interior do evaporador. Como ja foi citado
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anteriormente, a temperatura reduz de acordo com o experimento apresentado nos primeiros 7 s

e apos 1850, 0 processo ¢ mais lento.

Figura 4.19 — Perfil de temperatura da simulacao no instante 0,5 s
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, podemos avaliar o processo de solidificacdo da amostra, que ocorre entre o
instante inicial e termina em aproximadamente 5,45 s. A Figura 4.20 apresenta os contornos da

fragao de liquido, representando o processo de solidificagdo que ocorre no problema estudado.

Figura 4.20 — Perfil de solidificacdo da amostra ao longo do tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel estudar e caracterizar o método de
evaporacao de filme fino, determinando algumas condi¢cdes de operagdao que necessitam
evoluir. Percebeu-se que a taxa de resfriamento pode ser melhorada com alguns aspectos, como
reduzir o volume da amostra, utilizar materiais do evaporador que apresentem maior
condutividade e incluir um segundo criocautério para producdo dos jatos nas faces do
evaporador.

Ao comparar os métodos experimentais, identificou-se que o método de imersdo
apresentou uma maior taxa de resfriamento com o Evaporador A (placas de cobre com amostra
no interior). No caso da evaporagao de filme fino de nitrogénio o melhor resultado foi alcangado
no teste utilizando o Evaporador B (placa de cobre com espuma metalica € amostra no interior),
que resultou em uma taxa de 868°C/min, valor préximo ao obtido no método de imersdo e
Evaporador A (900°C/min em média).

O método numérico apresentou bons resultados, simulando o contexto estudado na
evaporacao de filme fino. Dentro do modelo estudado, foi possivel identificar que a
solidificacdo proposta ocorre em aproximadamente 5 segundos da amostra no interior da se¢ao
de testes simulada. Com algumas variagdes nas condi¢des iniciais do modelo, foi possivel
perceber a influéncia da velocidade de entrada e do titulo de nitrogénio no processo fisico.
Ainda existem algumas evolugdes do modelo, que podem fazer com que os erros relativos
encontrados nos testes reduzam cada vez mais.

Para trabalhos futuros, se sugere as seguintes pesquisas.

e Avaliar utilizar dois criocautérios no método de evaporacao de filme fino, além de
reduzir a pressdo da camara durante os testes e reduzir o tamanho das amostras. Todas essas
condi¢des permitem aumentar as taxas de resfriamento do método;

e Avaliar outras alternativas de layouts e materiais para os evaporadores, que aumentem
a taxa de resfriamento;

e Avaliar a utilizacdo de modelos de mudanca de fase nas simula¢des numéricas com o

intuito de aprimorar os modelos estudados.
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